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P. putida KT2440 es una bacteria capaz de mineralizar compuestos orgánicos complejos 
así como de promover el crecimiento del maíz criollo. Gracias a la excelente colonización 
de esta bacteria en las raíces de diversas plantas, se propone como una buena alternativa 
para la rizorremediación de compuestos xenobióticos y la promoción del crecimiento en 
plantas, no obstante, algunos estudios han mostrado que esta cepa es altamente sensible 
a la desecación. 
El objetivo del presente estudio fue explorar la habilidad de una bacteria tolerante a la 
desecación (Klebsiella variicola T29A2) para proteger a una bacteria sensible (P. putida 
KT2440), además de explorar el posible mecanismo por el cual ocurre dicha protección. Se 
avaluó la supervivencia a la desecación de K. variicola y P. putida cuando cointeraccionan 
antes y durante el estrés. De acuerdo con los resultados, la cointeracción de K. variicola 
con P. putida KT2440 antes del estrés ayuda a mejorar la supervivencia de P. putida 
significativamente respecto a su supervivencia cuando se somete al estrés por sí sola. 
Por otro lado, se evaluó la supervivencia a la desecación de 600 mutantes de K. variicola 
(miniTn5-km) en cointeracción con P. putida KT2440. Se encontraron tres mutantes que 
dejaron de proteger a P. putida de la desecación. Los genes de estas mutantes se 
identificaron mediante la metodología de PCRs arbitrarias y secuenciación. La comparación 
de las secuencias en la base de datos pública NCBI mostró que corresponden a genes que 
codifican para proteínas hipotéticas de K. pneumoniae involucradas en la regulación 
transcripcional de elementos de respuesta a xenobióticos que involucran ROS y una serina-
O-acetiltransferasa involucrada en la síntesis de cisteína en la célula. 
Algunos antioxidantes como el glutatión, tienen un residuo de cisteína como núcleo activo 
donde reaccionan con especies reactivas de oxígeno (ROS) en el interior celular. El 
glutatión es exportado activamente para regular sus concentraciones tóxicas dentro de la 
célula. El análisis de los genomas de ambas bacterias mostró que K. variicola tiene tanto 
sistemas de exportación como de importación de glutatión, mientras que P. putida solo tiene 
sistemas de importación para pequeños péptidos cuya función para el transporte de 
glutatión aún no ha sido reportada. 
Este estudio mostró que la interacción antes del estrés entre bacterias resistentes a la 




otro lado se propone que el mecanismo por el cual P. putida  KT2440 se protege del daño 
por desecación, podría implicar la incorporación de solutos que son sintetizados y 
exportados por K. variicola durante el crecimiento en cointeracción con P. putida para 





I.1 Bacterias Benéficas 
De la gran diversidad de microorganismos que participan en los procesos químicos y 
biológicos que sustentan la vida en la tierra, las bacterias han sido ampliamente estudiadas 
ya que una gran parte de estas poseen propiedades benéficas. Las bacterias benéficas 
presentan diversas actividades metabólicas que les permiten llevar a cabo su función 
benéfica en una amplia variedad de campos como la biorremediación, biomedicina, 
agricultura, ecología y biotecnología (Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Broadbent et al., 
2003; Ramos et al., 2005). 
Una de las propiedades benéficas más estudiadas en las bacterias es la promoción del 
crecimiento en plantas. Las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR por 
sus siglas en inglés), ejercen su efecto mediante diversos mecanismos que incluyen la 
fijación biológica de nitrógeno (FNB), el aumento de la disponibilidad de nutrientes en la 
rizósfera, la influencia positiva en la morfología y tamaño de las raíces de la planta, el control 
biológico y la potenciación de otras simbiosis benéficas planta-microorganismo (Lugtenberg 
& Kamilova, 2009). 
Las bacterias PGPR tienen un gran potencial en la agricultura ya que pueden incrementar 
la producción de los cultivos y aumentar la protección de las plantas contra distintas 
presiones ambientales que incluyen heladas, salinidad, sequía y estrés por la presencia de 
contaminantes xenobióticos (Vilchez & Manzanera, 2011). Hoy en día la aplicación directa 
de las propiedades benéficas de este tipo de bacterias se realiza a través de inoculantes 
(biofertilizantes) con la finalidad de reducir el uso de fertilizantes químicos y plaguicidas que 
contaminan el ambiente (Bashan, 1998; Bloemberg & Lugtenberg, 2001). 
Un inoculante se define como una formulación que contiene una o más especies  
bacterianas benéficas en un material acarreador económico y fácil de usar, la función 
principal del acarreador es la de transportar de forma viable a las bacterias de interés, desde 
la industria hasta los campos de cultivo, donde se llevarán a cabo los efectos benéficos de 
cada bacteria, por ejemplo, la promoción del crecimiento de las plantas inoculadas (Bashan, 
1998). 
La elección de las cepas que integren un inoculante debe realizarse con base a distintos 




1) En primer lugar, las cepas que integren el inoculante deben ser competitivas en el 
ambiente donde será aplicado, ya que su supervivencia depende de la adaptabilidad de 
estas al nuevo ambiente, para ello, algunas bacterias han desarrollado diversas estrategias 
como la mejora en sus sistemas de quimiotaxis (De Weert et al., 2002; Muñoz-Aguilar et 
al., 1988) o elaborando compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otros 
microorganismos en el suelo (Riley & Wertz, 2002). 
2) Aunado a lo anterior, las bacterias usadas en el inoculante deben ser buenas promotoras 
del crecimiento en plantas, lo cual se conoce gracias a estudios previos de colonización, 
adherencia a raíces y los mecanismos con los que promueven el crecimiento tales como la 
fitoestimulación, producción de sustancias de biocontrol, fijación biológica de nitrógeno o 
inducción de la resistencia sistémica de la planta (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). 
3) Por otro lado, las bacterias inoculadas deben ser capaces de colonizar la planta sin 
causar daño. 
4) Finalmente, para un mejor efecto en la supervivencia de la bacteria y su habilidad 
promotora del crecimiento en las plantas, las bacterias deberán soportar periodos largos de 
desecación para interaccionar con las plantas en momentos oportunos de hidratación 
(Muñoz-Arenas, 2011). 
Algunos estudios se han centrado en encontrar formas de hacer tolerantes a la desecación 
a diversas plantas de interés agrícola mediante la manipulación genética, ingresando genes 
a las plantas cuyos productos enfrentan directa o indirectamente el estrés ambiental, como 
osmoprotectores, agentes contra especies reactivas de oxígeno y proteínas inducidas por 
el estrés (Cushman & Bohnert, 2000; Swamy & Kumar, 2013; Li et al., 2012). Recientemente 
se observó que bacterias recombinantes que expresan genes de resurrección, son más 
tolerantes a desecación y salinidad, pero además son capaces de incrementar la tolerancia 
a las plantas con las que cointeraccionan bajo condiciones adversas de salinidad (Muñoz-
Rojas & Ramos, 2009). 
No obstante, debido a la polémica actual sobre el uso de organismos modificados y la 
contaminación de los mantos freáticos por nitrógeno derivado de las prácticas agrícolas, el 
uso de bacterias PGPR, es considerado una buena práctica biotecnológica ya que favorece 
el desarrollo de los cultivos, beneficia al productor disminuyendo costos destinados a 




económica (Castellanos et al., 2000; Aguirre-Medina, 2006; Hernández-Flores et al., 2011; 
Turrent-Fernández, 2008). 
 
I.2 Estrés por desecación 
Uno de los mayores problemas que enfrenta la agricultura, principalmente en regiones 
áridas y semiáridas, es la escasez de agua de riego y la degradación del suelo debido a la 
desecación y salinidad (Rueda-Puente et al., 2011; Vriezen et al., 2007). El estrés por 
desecación así como por cualquier parámetro ambiental adverso limita el crecimiento de 
las plantas y la productividad (Boyer, 1982). 
Debido a lo anterior, se han realizado diversos estudios de las respuestas a este estrés en 
plantas (Claeys et al., 2014; Leprince & Buitink, 2010), y dado que la inoculación de 
microorganismos benéficos se ha contemplado como una buena alternativa en la mejora 
del crecimiento y rendimiento de las plantas, también se han hecho estudios en busca de 
microorganismos tolerantes a las condiciones de desecación y salinidad características de 
las zonas áridas. Estos microorganismos sobreviven a periodos largos de sequía y ejercen 
un mejor efecto benéfico en la planta cuando ocurre la rehidratación (Escribano-Antemate, 
et al., 2007, Hernández-Flores, et al., 2011; Groppa et al., 2012). 
La propiedad de cualquiera de los microorganismos inoculados en el campo, puede ser 
afectada por diversos factores bióticos y abióticos (Bloemberg & Lugtenberg, 2001), como 
la variación en la temperatura, la disponibilidad de nutrientes, así como la presencia de 
moléculas tóxicas que interrumpen las condiciones óptimas de vida (Ramos et al., 2001), 
no obstante, el contenido de agua en el suelo es uno de los factores más limitantes de la 
actividad microbiana y tiene un efecto importante en la viabilidad de las células (Uhlívora et 
al., 2005). 
La desecación, es un fenómeno que consiste en la pérdida de agua intracelular hasta 
alcanzar el equilibrio con el agua presente en el ambiente; una definición cuantitativa de la 
desecación extrema es la pérdida de agua hasta alcanzar el 10% del contenido de agua en 
una célula, es decir, 0.1 g de agua por cada gramo de masa seca; esta condición se alcanza 
con la exposición a temperaturas mayores de 28ºC y 50% de humedad relativa en el aire, 
y se considera el punto en el cual el agua no es suficiente para rodear las macromoléculas 




metabolismo se detiene por completo (Alpert, 2005; Potts, 1994). 
El concepto de la desecación es muy diferente al de sequía, con el cual comúnmente se 
confunde. Alpert (2005) menciona que la sequía se refiere a la baja disponibilidad de agua 
en el ambiente de un organismo, mientras que, el término desecación se usa refiriéndose 
al bajo contenido de agua en sus células, por lo que muchos organismos pueden tolerar la 
sequía, a través de mecanismos de almacenamiento de agua como los cactus del desierto, 
sin embargo, mueren si son sometidos a desecación (Alpert, 2005). 
Existe una relación muy cercana entre la tolerancia al estrés por desecación y la tolerancia 
a otros tipos de estrés, ya que los daños por desecación, son comparables con los daños 
causados por radiaciones ionizantes, por estrés hiperosmótico o por estrés oxidativo 
causado por la aparición de especies reactivas de oxígeno (ROS) durante el proceso 
(Fredrickson et al., 2008; Vriezen et al., 2007). 
 
I.3 Daños por desecación 
Los daños que provoca el estrés por desecación van desde cambios morfológicos en la 
célula, hasta modificaciones irreversibles a nivel molecular.  
Algunos cambios morfológicos incluyen el encogimiento y variación en la textura, forma y 
color por la oxidación de pigmentos, asimismo, se presentan alteraciones en el volumen de 
los compartimentos celulares, contracciones en las capas externas y cambios en la tensión 
superficial (Leslie et al., 1995; Potts et al., 2005). 
Los daños letales en un organismo por la desecación son los daños a nivel de proteínas y 
ácidos nucleicos. Durante la desecación algunas moléculas pierden su conformación 
original y no vuelven a ser funcionales para la célula aún después de la rehidratación (Potts, 
1994). Las células bacterianas acumulan el daño en el ADN y en casos extremos de 
exposición, la doble cadena de ADN se rompe (Fredrickson et al., 2008).  
Otra consecuencia del estrés por desecación es la pérdida de fluidez de la membrana 
celular ocasionada por el aumento de ácidos grasos trans durante el proceso (Kieft et al., 
1994; Halverson & Firestone, 2000), a este efecto se le conoce como transición a la fase 
de gel y ocurre a temperaturas a las cuales normalmente la membrana estaría en fase 




este cambio la membrana puede fisionarse y ser inhábil para sustentar la vida celular (Potts, 
1994). 
Como consecuencia de la pérdida excesiva de agua, la concentración de solutos 
intracelular aumenta rápidamente, de manera que durante la desecación la célula también 
se ve sometida a un estrés hiperosmótico (Vriezen et al., 2007). Algunos estudios muestran 
que el incremento de NaCl en la célula puede inhibir la maquinaria de división celular, la 
síntesis de proteínas y la replicación del ADN (Ferjani et al., 2003), así como inducir cambios 
a nivel transcripcional y afectar la estructura de la pared celular (Liu et al., 2005). 
Por otro lado, el análisis de las células desecadas de algunas cianobacterias mostró que 
contienen grandes cantidades de radicales libres (Potts, 1999), lo cual sugiere que durante 
el proceso de desecación, la célula también enfrenta daños por estrés oxidativo debido a la 
acumulación de ROS en el interior celular como superoxido (O2), peróxido (H2O2) y radicales 
hidroxilo (OH-) (Potts, 1994). 
El daño por estrés oxidativo se manifiesta con la alteración de la estructura de las proteínas 
y la peroxidación lipídica en la membrana, lo que conlleva la pérdida de la barrera de 
difusión a solutos impermeables y finalmente la lisis celular. El estrés oxidativo podría ser 
una de las principales consecuencias de la desecación, ya que la sola exposición al O2 del 
aire influye notablemente en las reacciones fisiológicas, como la formación de radicales 
altamente reactivos, por ejemplo el hidroxilo, cuando reacciona con metales de transición 
como el hierro, esto se conoce como reacciones de Fenton e influyen fuertemente en la 
ruptura de la doble cadena de ADN (Potts, 1994). 
Debido a lo anterior, la supervivencia de las bacterias en ambientes que presentan amplias 
fluctuaciones en la disponibilidad de agua, depende de su respuesta adaptativa mediante 
diversos mecanismos fisiológicos, estructurales y moleculares que les confieren la 
capacidad de resistir la desecación (Potts et al., 2005). 
 
I.4 Mecanismos de resistencia a la desecación 
La resistencia a la desecación o anhidrobiosis (“vida sin agua”), es definida como la 
habilidad de sobrevivir a la pérdida total o parcial de agua intracelular sin sufrir un daño 




La anhidrobiosis se encuentra ampliamente distribuida en todos los reinos biológicos; 
muchos animales microscópicos, microorganismos y plantas evolucionaron con 
mecanismos especiales que les permiten tolerar la desecación extrema y sobrevivir por 
periodos largos en un estado suspendido o desecado (Sun & Leopold, 1997; Leprince & 
Buitink, 2010). 
La diversidad taxonómica de los organismos anhidrobióticos es tan amplia que sugiere que 
no hay rasgos filogenéticos o geográficos que determinen o limiten la tolerancia a la 
desecación en los seres vivos, incluso que esta habilidad de los anhidrobiontes no depende 
de la complejidad de los organismos (Alpert, 2005). Los únicos indicios del origen de la 
resistencia a la desecación en plantas, se han evidenciado a partir de los tejidos de las 
plantas de resurrección, los cuales sugieren un origen polifilético que surge mediante la 
adopción de mecanismos presentes en propágulos reproductivos (Leprince & Buitink, 
2010). 
Existen varios mecanismos que los organismos usan para sobrevivir a la pérdida de agua, 
en general incluyen la acumulación de proteínas hidrofílicas, antioxidantes y solutos 
compatibles, la producción de exopolisacáridos, formación de biofilm, modificación de la 
membrana y la transición a un estado viable no cultivable durante el estrés; todo a través 
de una compleja red transcripcional con la que se expresan distintos genes en respuesta al 
estrés (Potts, 1994; Cytryn et al., 2007; LeBlanc et al., 2008; Hernández-García, 2011). A 
todo el conjunto de genes involucrados en los mecanismos estructurales, fisiológicos y 




Dentro de los mecanismos que confieren la resistencia a la desecación en las bacterias se 
encuentra el movimiento de agua mediante acuaporinas en los primeros instantes de la 
desecación (Corral-Lugo, 2010). Las acuaporinas responden al estrés modulando el flujo 
de agua en la célula cuando esta se enfrenta a diferentes tipos de estrés, principalmente a 
la deshidratación y congelación, los cuales conllevan un desbalance osmótico (Tanghe et 
al., 2006). Incluso, se ha reportado que la expresión de acuaporinas en microorganismos 




la planta durante la interacción (Groppa et al., 2012).  
Se ha demostrado que AqpZ media el transporte de agua hacia el interior y exterior de las 
células afectadas osmóticamente de Escherichia coli. Asimismo, la expresión de otras 
acuaporinas como AQY1 y AQY2 ha sido reportada en esferoblastos de Saccharomyces 
cerevisiae (Hohmann et al., 2000), y se ha descrito que AQY1 desempeña una función 
importante en la expulsión de agua durante la esporulación, lo cual ayuda a liberar la presión 
de turgencia en la membrana y además contribuye a disminuir la actividad metabólica y 
propiciar el estado de dormancia de la espora (Sidoux-Walter et al., 2004). 
 
1.4.2 Proteínas LEA 
Otras proteínas implicadas en la tolerancia a la desecación son las “proteínas LEA” (Late 
Embryogenesis Abundant Proteins), las cuales fueron descritas por primera vez en plantas, 
antes de que se reportaran también en animales, bacterias, cianobacterias y hongos (Hand 
et al., 2011). Las proteínas LEA exhiben una notable habilidad para plegarse y desarrollar 
estructuras secundarias ordenadas conforme va ocurriendo la deshidratación; su 
conformación es mucho más estable y es por eso que se les atribuyen funciones de 
chaperonas y “escudos moleculares” durante el estrés (Chakrabortee et al., 2007; Hand et 
al., 2011). 
Las proteínas LEA, se dividen en siete grupos de acuerdo a la similitud de sus secuencias 
aminoacídicas, que a su vez se caracterizan por tener secuencias motivo particulares 
(Battaglia et al., 2008). Las del grupo 3, funcionan protegiendo a otras proteínas de la 
inactivación y agregación inducidas por la deshidratación y congelación; esto ha sido 
demostrado principalmente en los nematodos Aphelenchus avenae y Caenorhabditis 
elegans (Chakrabortee et al., 2007), y recientemente se describieron las proteínas Ccor1 y 
Ccor2 involucradas en las respuestas adaptativas al congelamiento en el alga Chlorella 
vulgaris que habita en la Antártida (Liu et al., 2011). 
 
1.4.3 Solutos compatibles 
El mecanismo más ampliamente documentado de resistencia a la desecación, es la síntesis 




compuestos orgánicos de bajo peso molecular para acumularse en las células en respuesta 
a los incrementos externos de la presión osmótica sin comprometer la fisiología celular 
(Empadinhas & da Costa, 2008). 
Una gran variedad de organismos que incluyen plantas, archaeas, bacterias y 
cianobacterias, responden a los cambios en las concentraciones de sal del ambiente 
mediante la síntesis de solutos compatibles y su acumulación para contrarrestar la 
disminución de agua externa y la consiguiente disminución de la presión de turgencia 
interna (Empadinhas & da Costa, 2008). 
Las moléculas que pueden funcionar como solutos compatibles incluyen algunos 
aminoácidos, azúcares simples, polialcoholes y sus derivados (Da Costa et al., 1998; Gouffi 
et al., 1998; Potts, 2005). La trehalosa, glicina-betaína y el -glutamato son comúnmente 
sintetizados por varios organismos, mientras que, los polialcoholes se encuentran en 
hongos y algas, pero son muy raros en bacterias y aún desconocidos en archaeas (Santos 
& da Costa, 2002).  
Existen numerosos estudios sobre el papel de distintos solutos compatibles en la protección 
de diferentes microorganismos que viven bajo condiciones de estrés, entre ellos destacan 
los relacionados a la síntesis de azúcares como la trehalosa, sacarosa y glucosa (Sugawara 
et al., 2010; Gouffi et al., 1998; Page-Sharp et al., 1999) que ayudan a estabilizar la 
membrana, la síntesis de betaínas y ectoínas que ayudan al balance osmótico y la síntesis 
de algunos aminoácidos y sus derivados como el glutamato y la N-acetilglutaminilglutamina 
amida (NAGGN) que pueden acumularse intracelularmente o servir como señales para la 
producción de otros solutos compatibles (Gouffi et al., 1998; Saum & Müller, 2008). 
La trehalosa es acumulada en altas concentraciones (20% del peso seco total de la célula) 
por muchos organismos que sobreviven bajo deshidratación completa (Crowe et al., 2001). 
Se trata de un disacárido no reductor que es sintetizado a partir de polímeros de glucosa 
unidos por enlaces (1,4); se han reportado cuatro vías para la biosíntesis de trehalosa en 
procariotas mediadas por los genes treS, treYZ, treH y otsAB (Yoshida & Sakamoto, 2009; 
Sugawara et al., 2010).  
Se ha demostrado que la síntesis y acumulación intracelular de trehalosa y sacarosa 
incrementa la fluidez de la membrana y se une a la superficie de las proteínas aumentando 




energía libre durante la desecación incrementando su estabilidad, y por lo tanto impide la 
desnaturalización de proteínas (Crowe, 2002; Pleitner et al., 2012). Algunos estudios con 
S. cerevisiae demostraron que la trehalosa debe estar presente en ambos lados de la 
bicapa lipídica para estabilizar la membrana, por lo que las células que usan este 
mecanismo de protección cuentan con transportadores específicos para la trehalosa (Potts, 
1994; Crowe, 2002).  
Se ha encontrado que microorganismos termófilos e hipertermófilos, sintetizan solutos 
compatibles que aún no se han identificado en bacterias o archaeas que crecen bajo 
temperaturas moderadas, esto sugiere que tales solutos juegan un papel importante contra 
la desnaturalización térmica de las proteínas, algunos de los solutos compatibles reportados 
únicamente para este tipo de microorganismos extremófilos son el di-myo-inositol-1,1’-
fosfato, manosilglicerato, manosilgliceramida, di-glicerol fosfato y di-manosil-di-myo-
inositol-1,1’-fosfato (Santos & da Costa, 2002).  
 
1.4.4. Producción de exopolisacáridos 
Algunos estudios con Salmonella enterica, mostraron que el antígeno O del lipopolisacárido 
y las fimbrias son componentes cruciales para la resistencia a la desecación (Garmiri et al., 
2008), lo cual sugiere que las estructuras de la cubierta celular, desde las membranas 
interna y externa, así como la pared celular y polisacáridos excretados tienen una función 
importante en la resistencia a la desecación de las bacterias (Vanderlinde et al., 2010). 
Durante el estrés, algunas bacterias destinan su energía a la producción de exopolisacárido 
(EPS), esto ayuda a retener una mayor cantidad de agua y crea un microambiente más 
hidratado para la célula (Potts, 1994; Roberson & Firestone, 1992). Hay estudios que 
demuestran que las mutaciones en genes involucrados en la biosíntesis de 
exopolisacáridos disminuyen la tolerancia a la desecación como es el caso de Rhizobium 
leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum y la cianobacteria Nostoc commune, en esta 
última, incluso se encontró que si se elimina el exopolisacárido, la actividad fotosintética 
sufre un daño significativo por la desecación (Vanderlinde et al., 2010; Cytryn et al., 2007; 
Van de  Mortel & Halverson, 2004; Tamaru et al., 2005). 
Otros estudios han demostrado que la proteína CsgD controla la biosíntesis de celulosa 




requeridas para el establecimiento de biofilms en Salmonella para poder resistir al estrés 
(Gerstel & Römling, 2003; Spector & Kenyon, 2012). Se conoce que el factor sigma sigJ es 
un regulador clave para la síntesis de polisacáridos extracelulares en Anabaena sp. 
(Yoshimura et al., 2007).  
 
1.4.5. Osmoprotectores 
Otro mecanismo que ha mostrado ser eficiente en la protección de bacterias sometidas a 
desecación, es el uso de osmoprotectores. Los osmoprotectores son sustancias que se 
adicionan de manera artificial a los microorganismos, a diferencia de los solutos 
compatibles que son sintetizados de novo en la célula (Gouffi et al., 1998). 
Uno de los principales objetivos del uso de osmoprotectores es la preservación de 
microorganismos, ya que los procesos de preservación a mediano y largo plazo como la 
congelación y la liofilización, implican un estrés a la célula (Morales-García et al., 2010). El 
osmoprotector más utilizado es el glicerol, no obstante, otros osmoprotectores comúnmente 
utilizados por su efectividad son la trehalosa, lactosa, maltosa, y sacarosa, los cuales 
sustituyen a las moléculas de agua durante la liofilización (Leslie et al., 1995).  
Se ha observado que la hidroxiectoína protege mejor que la trehalosa a Pseudomonas 
putida y Escherichia coli  de la desecación por liofilización (Manzanera et al., 2002). 
Asimismo, algunos osmoprotectores como la glicina betaína, el dimetilsulfonioacetato, la 
colina, prolina y L-carnitina que fueron agregados exógenamente a Pediococcus 
pentosaceus y Tetragenococcus halophila, ayudaron a mejorar la supervivencia de tales 
bacterias cuando se sometieron a estrés osmótico (Baliarda et al., 2003). 
 
1.4.6 Antioxidantes y destoxificantes 
Como se mencionó anteriormente, una de las consecuencias de la desecación es la 
formación de especies reactivas de oxígeno (ROS). Las células enfrentan el estrés por ROS 
mediante la expresión de un sistema de respuesta que incluye tanto antioxidantes como 
enzimas destoxificantes que reducen los puentes disulfuro causados por el estrés oxidativo 
como las glutatión reductasas, hidroperoxidasas, agentes reductores y proteínas 




Se ha reportado que en B. japonicum se expresan genes que codifican para superóxido 
dismutasas y peroxidasas durante las primeras horas de la desecación (Cytryn, 2007). La 
inducción de antioxidantes en respuesta a la desecación también ha sido reportada en 
macroalgas de la zona intermareal que se ven expuestas a deshidratación por los cambios 
de marea (Flores-Molina et al., 2014). 
El uso de antioxidantes contra el estrés oxidativo generado durante la desecación ha sido 
ampliamente reportado en plantas ya que los cloroplastos en particular son muy sensibles 
al daño oxidativo, es por esto que las plantas deben prevenir la formación de radicales 
libres. Se ha descrito mediante análisis transcriptómicos y proteomicos en plantas sensibles 
a este estrés, que los genes que codifican para enzimas involucradas en el metabolismo 
del glutatión son los genes más sensibles al proceso de deshidratación (Toldi et al., 2009), 
y por otro lado, se ha obsevado que en Myrothamnus flabellifolia, una planta africana 
altamente resistente a la desecación, los niveles de glutation se elevan notoriamente 
durante el estrés (Kranner et al., 2002). 
Algunos antioxidantes que forman parte del sistema de defensa contra el oxígeno reactivo 
en plantas, son el ascorbato, glutatión, -caroteno y -tocopherol, así como las catalasas, 
superóxido dismutasas, glutatión reductasas y ascorbato peroxidasas que participan en la 
eliminación del oxígeno reactivo (Collén & Davison, 1999). De estos, se ha demostrado que 
el glutatión no solo funciona como antioxidante, sino también interviene en varias funciones 
de la célula que incluyen la defensa contra la presencia de xenobióticos, el control de la 
actividad enzimática, la expresión de genes y la transducción de señales (Smirnova et al., 
2012). 
 
1.4.7 Sistemas de reparación del ADN 
Durante el estrés, la célula debe reparar el daño al ADN mediante la expresión de distintos 
genes; la funcionalidad del ADN reparado y de los sistemas de replicación, determinan si la 
célula vive o muere (Fredrickson et al., 2008). 
Se han descrito algunos genes que se expresan 8 veces más durante la desecación que 
en condiciones normales de humedad relativa, estos están implicados en la modificación, 
reparación y transposición del ADN en Rhizobium jostii y B. japonicum, e incluyen una 




y sigF3) involucrados en la respuesta regulatoria al estrés (LeBlanc, 2008). 
Se ha observado también que el factor transcripcional RpoN se activa y se encarga de 
regular la transcripción de genes involucrados en responder al estrés oxidativo (Cyrtryn, 
2007).  
Un caso particular en el que la expresión de genes para reparar el daño al ADN causado 
por la desecación, es el de Mycobacterium tuberculosis, en el cual es de crucial importancia 
para sobrevivir a las condiciones variantes dentro del hospedero (Warner, 2010). Se han 
reportado también diversos mecanismos para algunos patógenos como Salmonella 
entérica, Neisseria meningitidis y Helicobacter pylori (Ambur et al., 2009). Muchos de estos 
genes incluyen metiltransferasas, desmetilasas oxidativas, adenina glicosilasas, 
topoisomerasas, helicasas, endonucleasas y polimerasas (Ambur et al., 2009). 
 
1.4.8 Modificación de membrana 
Cuando el agua es removida de la membrana durante la desecación, las cabezas polares 
de los lípidos se ven forzadas a permanecer más cercanas unas a otras, esto incrementa 
la interacción de fuerzas de Van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos 
adyacentes, forzando a la membrana a pasar de la fase líquida cristalina a la fase de gel, 
con lo cual la fluidez de la membrana disminuye (Scherber et al., 2009).  
Se ha sugerido que uno de las principales respuestas de la membrana celular durante el 
estrés, es la isomerización de ácidos grasos monoinsaturados cis en trans (Halverson & 
Firestone, 2000; Van de  Mortel & Halverson, 2004). Un análisis mostró que hay un gran 
incremento en la isomerización cis-trans en P. putida DOT-T1E en presencia de tolueno, 
así como un incremento en el contenido de cardiolipina (Junker & Ramos, 1999).  
Se ha reportado también que los ácidos grasos ciclopropano de la membrana están 
involucrados en la resistenca a diversos tipos de estrés, ya que estabilizan los lípidos de 
membrana e impiden su degradación. Muñoz-Rojas y colaboradores (2006) demostraron 
que el aumento en los niveles de ciclopropano se correlaciona con el incremento en la tasa 
de supervivencia durante la fase estacionaria en P. putida KT2440 cuando es sometida a 
liofilización. Otros estudios mostraron que la sobreexpresión de ciclopropano incrementa la 




1.4.9 Estado viable no cultivable 
Muchas bacterias suelen entrar a una etapa de dormancia denominada “estado viable no 
cultivable” (VBNC por sus siglas en inglés) cuando se ven sometidas a un estrés por tiempo 
prolongado. Oliver (2005) define este estado como la condición fisiológica en la que las 
bacterias no crecen en los medios de cultivo de rutina en los que normalmente deberían 
crecer, sin embargo, están vivas y son capaces de renovar su actividad metabólica. Pese 
a que el número de unidades formadoras de colonia decrece notablemente, puede 
demostrarse por otros métodos que las células están vivas incluso si no son capaces de 
desarrollar colonias en el medio de cultivo. 
El estado viable no cultivable puede ser inducido por diversos tipos de estrés como la falta 
de nutrientes (Cook & Bolster, 2007; Amel et al., 2008), la temperatura fuera del rango 
óptimo de crecimiento (Wong & Wang, 2004; Vattakaven et al., 2006), el estrés osmótico 
(Wong & Liu, 2008; Darcan et al., 2009), la concentración de oxígeno (Kana et al., 2008), la 
presencia de metales pesados (Grey & Steck, 2001; Alexander et al., 1999; Ordax et al., 
2006) y la desecación como recientemente se ha demostrado en P. putida KT2440 (Pazos-
Rojas, 2011). El estado VBNC es reversible una vez que la célula deja de someterse al 
estrés (Bates & Oliver, 2004), lo cual, además de ser la principal diferencia con los 
organismos no resistentes, se conoce como “resucitación” o “vuelta al estado viable 
cultivable”. 
Un análisis proteómico en Enterococcus faecalis mostró que existen algunos genes que 
son reprimidos para reducir la actividad metabólica, como los que codifican para enolasas 
involucradas en la glucólisis, ATP sintasas que participan en la fosforilación oxidativa y 
factores de elongación involucrados en la síntesis de proteínas y el crecimiento celular (Lleò 
et al., 2000). 
Pese a la reducida actividad metabólica durante este estado, la célula continúa con la 
transcripción de genes y la producción de ARNm. Un estudio demostró que la presencia de 
antibióticos induce el estado VBNC en E. fecalis, y durante este periodo, aumentan los 
niveles de proteínas PBP 3 y 5 involucradas en los últimos pasos de la síntesis de 
peptidoglicano (Lleò et al., 2000; Signoretto et al., 2000), lo cual concuerda con el hecho de 
que la morfología de la envoltura celular se ve modificada durante este estado de dormancia 




Estudios recientes han evidenciado que la mutación de la proteína GST (Glutatión S-
transferasa), impide a Vibrio vulnificus entrar al estado VBNC (Abe et al., 2007). La relación 
de este estado con el estrés oxidativo, se hizo más evidente cuando fue demostrado que la 
catalasa codificada por el gen katG, disminuyó su expresión mientras V. vulnificus 
permanecía en estado VBNC al someterse a bajas temperaturas, no obstante, después de 
remover el estrés, la resucitación de la bacteria se caracterizó por la expresión total de katG 
(Oliver, 2010). 
Varios aspectos moleculares de este estado fisiológico aún se están elucidando, no 
obstante, está claro que para muchas especies bacterianas que no esporulan, incluidas 
muchas especies patógenas para el humano, el estado VBNC es una estrategia adaptativa 
que les permite persistir en el hospedero y distintos ambientes (Li et al., 2014; Oliver, 2010). 
 
I.5 Aplicaciones biotecnológicas de la tolerancia a la desecación 
La búsqueda de la resistencia a la desecación en distintos organismos ha sido de gran 
utilidad en diversos campos de la biotecnología. Particularmente, la ingeniería 
anhidrobiótica es una rama dedicada a transferir la resistencia a la desecación a otros 
organismos que son sensibles a este estrés; esto tiene un gran potencial para la 
preservación de microorganismos dado que varios métodos y técnicas de conservación 
implican el congelamiento y la deshidratación (Manzanera et al., 2002; Bjerketorp et al., 
2006). 
En la industria biotecnológica, muchos de estos organismos anhidrobiontes se usan para la 
producción de solutos compatibles y proteínas que puedan ser usados como 
osmoprotectores en otros microorganismos y plantas (Apse & Blumwald, 2002). Se ha 
demostrado que las proteínas LEA de tomate, trigo y cebada confieren mayor tolerancia al 
estrés osmótico y la congelación cuando se introducen en Sacharomyces cerevisiae (Toldi 
et al., 2009), incluso, algunos solutos compatibles como la betaína se usan para mejorar la 
amplificación de ADN de alto contenido de GC durante la PCR, ya que se emplean 
temperaturas muy elevadas (Chakrabarti et al., 2001; Schnoor et al., 2004). 
Sin duda el mayor potencial biotecnológico es para la agricultura, ya que existen numerosos 
estudios que buscan hacer resistentes a la desecación a distintas plantas de interés 




ingresados a las plantas mediante la transformación genetica (Toldi et al., 2009; Leprince 
& Buitink, 2010). Como en el caso de la planta de Tabaco, en la cual se demostró que la 
sobreexpresión de algunos antioxidantes incrementa su crecimiento bajo una gran variedad 
de condiciones estresantes (Roxas et al., 2000). Por otro lado, a través de la ingeniería 
metabólica, se han realizado intentos para lograr que distintas plantas acumulen azúcares 
protectores contra la desecación (Garg et al., 2002). 
Asimismo, la ingeniería anhidrobiótica ha resultado ser útil en la investigación del uso de 
bacterias PGPR resistentes a la desecación para la rizorremediación de hidrocarburos 
aromaticos policíclicos en suelos sujetos a sequía (Vilchez & Manzanera, 2011), lo cual se 
considera una buena alternativa para la reforestación de suelos desérticos (Bashan et al., 
2009). 
Por otro lado, en el área médica, algunos experimentos con líneas celulares humanas, han 
demostrado que la expressión de proteínas LEA reduce la agregación de proteínas 
















Se ha sugerido que la cointeracción entre las bacterias que integran un inoculante, podría 
resultar benéfica tanto para las especies que integran la formulación como para el efecto 
promotor del crecimiento en las plantas en las que se aplica, tal y como indican algunos 
estudios sobre la coinoculación de plantas con bacterias del género Azospirillum y 
Rhizobium, los cuales han demostrado que existe un efecto sinérgico entre las dos 
bacterias ya que Azospirillum estimula la formación de nódulos en Rhizobium y por lo tanto, 
se obtiene un mayor crecimiento y rendimiento de las plantas en contraste a cuando se 
realiza la inoculación con una sola especie bacteriana (Bashan, 1998; Bashan & Holguin, 
1998). 
El laboratorio de Ecología Molecular Microbiana (LEMM) de la Benemérita Universidad 
Autónoma de Puebla ha desarrollado un inoculante multiespecies (EMMIM-1) que incluye 
bacterias del tipo PGPR aisladas de distintos ambientes (Morales-García, 2011), 
Pseudomonas putida KT2440, forma parte de este inoculante por ser buena promotora del 
crecimiento en plantas. 
Por otra parte, el LEMM también cuenta con una cepa altamente resistente a la desecación 
(Klebsiella variicola T29A2) aislada de caña de azúcar, que ha sido ampliamente utilizada 
como modelo de estudio en diversos trabajos referentes a la tolerancia a este estrés. 
 
II.1 Klebsiella variicola T29A2 
Muchas especies del género Klebsiella han demostrado ser promotoras del crecimiento ya 
que proporcionan gran parte del nitrógeno que necesitan las plantas a través del proceso 
de fijación biológica de nitrógeno (FBN) (Martínez et al., 2004; Fouts et al., 2008). 
Particularmente, Klebsiella variicola T29A2, aislada de caña de azúcar, podría promover el 
crecimiento de plantas mediante la FBN y la producción de ácido indol-acético (López-
Reyes, 1996; Rosenblueth et al., 2004; Silvana et al., 2006). 
K. variicola T29A2 es una bacteria Gram negativa no fermentadora de adonitol 
(Rosenblueth et al., 2004); al igual que otras bacterias de su género, carece de flagelos y 
presenta una cápsula formada por exopolisacáridos complejos que recubren y protegen la 




Recientemente, se ha encontrado que K. variicola T29A2 es resistente a la desecación 
(Muñoz-Rojas et al., 2008), e incluso, se ha demostrado que lo hace con elevadas tasas de 
supervivencia (Corral-Lugo, 2010). Algunos genes implicados en la resistencia a la 
desecación de K. variicola T29A2 fueron caracterizados a partir de 15 mutantes sensibles 
a la desecación e identificados como codificantes para diversas funciones como 
monooxigenasa, nitrogenasa, proteína formadora de pilus, dihydroortasa, ATPasa 
secretora, acetiltransferasa, proteína exportadora de solutos, formadora de 
exopolisacárido, glutamato sintasa, activador del operón cadC y un regulador del operón 
arabinosa. Estudios recientes, demostraron que los genes que desempeñan una función 
determinante en la resistencia a la desecación de K. variicola T29A2 son los implicados en 
la síntesis de exopolisacáridos y la glutamato sintasa e incluso, estos dos genes participan 
también en la resistencia al estrés por congelación (Corral-Lugo, 2010; Rodríguez-Andrade, 
2011). 
En general, las bacterias del género Klebsiella son buenos modelos de estudio de la 
interacción con plantas debido a la gran variedad de ambientes a partir de los cuales se 
han aislado (Matsen et al., 1974). Aunado a esto, el LEMM cuenta con una banca de 8,974 
mutantes de K. variicola T29A2, que aún están sin explorarse para identificar nuevos genes 
involucrados en la resistencia a diversos tipos de estrés, incluido el estrés por desecación. 
 
II.2 Pseudomonas putida KT2440 
P. putida KT2440 es una bacteria saprófita Gram negativa de la clase de las 
Gammaproteobacterias, que ha sido reconocida por su habilidad para mineralizar 
compuestos orgánicos complejos. Diversos estudios han demostrado que esta especie es 
capaz de degradar tolueno, benzoato, compuestos fenólicos e incluso hidrocarburos 
policíclicos aromáticos (Margesin & Schinner, 2001; Ramos-González et al., 2001; Jiménez 
et al., 2002). 
Por otro lado, se ha demostrado que esta cepa también es promotora del crecimiento en 
plantas ya que incrementa el crecimiento del maíz criollo (Morales-García et al., 2011) y 
posee una buena capacidad colonizadora de las raíces de algunas plantas como maíz, 
trigo, fresa, caña de azúcar y espinacas persistiendo en la rizósfera con altas densidades 




El genoma completo de P. putida KT2440 ha sido analizado, secuenciado y publicado, 
demostrando que no es una bacteria patógena (Nelson et al., 2002), tiene alrededor de 6 
Mb de longitud y un contenido de GC del 60% (Ramos-Díaz & Ramos, 1998; Stjepandic et 
al., 2002); esta cepa no posee plásmidos, aunque puede adquirirlos libremente de otras 
bacterias y expresarlos, sin embargo no actúa como donadora del DNA introducido a menos 
que se introduzcan también las funciones de transferencia, por lo que en 1982, P. putida 
KT2440 fue declarada como la primera cepa biosegura para la clonación de genes en 
bacterias Gram negativas del suelo (Timmis, 2002; Stjepandic et al., 2002). 
P. putida KT2440 se distribuye ampliamente en una gran variedad de ambientes, que 
incluyen regiones templadas, aerobias y semiaerobias tanto del suelo como de hábitats 
acuáticos (Timmis, 2002). En general, se menciona que la causa de la colonización de la 
gran variedad de hábitats reside en la habilidad de las pseudomonadáceas para adherirse 
prolongadamente a partículas sólidas, su movilidad, y su versatilidad metabólica al usar 
compuestos naturales y xenobióticos como fuentes de carbono, nitrógeno, azufre y fósforo 
(Duque et al., 2007). 
Debido a que el ambiente del suelo se caracteriza por presentar una elevada 
heterogeneidad en su composición química, estructura, osmolaridad, fuerza iónica, pH y 
concentración de oxígeno, se considera que P. putida KT2440 es una especie con alto 
grado de adaptabilidad a diversas condiciones fisico-químicas, lo cual le ha permitido 
colonizar diversos ambientes (Timmis, 2002). 
Las características anteriores hacen de P. putida KT2440 una especie de gran potencial 
biotecnológico en el área agrícola, ya que representa una buena alternativa para la 
rizorremediación de compuestos xenobióticos (Duque et al., 2007) y la promoción del 
crecimiento en plantas. Asimismo, gracias al amplio conocimiento de su genoma, es un 
buen modelo para realizar diversos estudios. 
Pese a tales ventajas, algunos estudios han mostrado que P. putida KT2440 es sensible a 
la desecación (Muñoz-Arenas et al., 2006; Muñoz-Rojas et al., 2008). Estudios realizados 
por Manzanera y colaboradores (2002) demuestran que una recombinante de P. putida 
KT2440 no es capaz de sintetizar suficientes concentraciones de trehalosa para resistir la 
desecación por liofilización. 




pueden proteger a P. putida KT2440 de la liofilización. También se ha demostrado que en 
presencia de algunos exudados rizosféricos o en asociación con las raíces de algunas 
variedades de plantas de maíz, P. putida KT2440 puede sobrevivir a condiciones de 
desecación ambiental (Pazos-Rojas, 2011; Muñoz-Arenas, 2011). 
 
III. Justificación 
La exposición a la desecación por la escasez de agua en regiones de cultivo áridas o 
semiáridas, es uno de los factores limitantes más importantes para lograr que las bacterias 
de un inoculante cumplan su función benéfica. Debido a que no todas las bacterias con 
habilidades de promoción del crecimiento tienen la capacidad de resistir a la desecación, 
es un desafío elaborar inoculantes que contengan especies con funciones benéficas y que 
a la vez sean capaces de resistir periodos prolongados de desecación.  
Un objetivo importante de la búsqueda de la resistencia a la desecación en este tipo de 
bacterias, es tener la certeza de que al ser inoculadas en el campo, mantendrán su 
viabilidad hasta lograr interactuar molecularmente con la planta y favorecer su crecimiento. 
Hemos visto de acuerdo a lo anterior, que pese a ser una bacteria sensible a la desecación, 
P. putida KT2440 puede sobrevivir a este estrés mediante la adición de algunas sustancias. 
El interés por utilizar como modelos de estudio a K. variicola T29A2 y P. putida KT2440, 
tiene como finalidad, explorar la capacidad de una bacteria resistente a la desecación, para 
proteger a otra sensible cuando interactúan antes o durante el estrés; esto permitirá conocer 
un mecanismo diferente para proteger a P. putida KT2440 de la desecación sin la adición 
exógena de otras sustancias. 
Al ser P. putida KT2440 una cepa de gran interés por sus habilidades de biorremediación, 
adherencia, colonización, alto grado de adaptabilidad, así como la disponibilidad de su 
secuencia genómica completa para su estudio, además de ejercer la promoción del 
crecimiento en plantas; es importante lograr que resista periodos largos de desecación de 
manera eficiente para ser utilizada en nuevas y mejores formulaciones bacterianas. 
En vista de que las nuevas generaciones de inoculantes se basan en la adición de más de 
una sola especie bacteriana, la identificación de una propiedad como la que se busca en 




sin necesidad de la adición de osmoprotectores y otras sustancias que encarecen el 
producto, mejorando también el crecimiento de la planta en las que es aplicado e 
incrementando la producción. En ese sentido, la habilidad de una bacteria resistente a la 
desecación para conferir tolerancia a una bacteria PGPR que es sensible, tiene un gran 
potencial biotecnológico y numerosas aplicaciones agrícolas. 
Cabe resaltar que hallar mecanismos naturales de protección o de resistencia a este estrés, 
es de gran importancia, ya que desde hace casi dos décadas ha habido una gran 
controversia respecto a la siembra de variedades de maíz transgénico resistente a 
diferentes tipos de estrés; diversas organizaciones en México han presentado iniciativas de 
ley o modificaciones en defensa de las variedades de maíz criollo. En este sentido, el uso 
de inoculantes bacterianos con especies nativas no modificadas genéticamente para 
incrementar el crecimiento del maíz así como de otras plantas de interés comercial, ha sido 
una propuesta sustentable para mejorar la producción de maíz criollo y competir con 
algunas variedades transgénicas que tienen una mayor velocidad de crecimiento. 
Por otra parte, es importante considerar que la resistencia a la desecación en 
microorganismos, es una habilidad deseada no solamente por su aplicación para mejorar 
la productividad, sino también para la restauración de suelos contaminados y la 
reforestación de suelos desérticos.  
Fuera del contexto agrícola, este estudio contribuye también al conocimiento de nuevos 
mecanismos de resistencia a la desecación que aún no han sido descritos, incluso, en el 
contexto ecológico, podrá entenderse por qué algunas bacterias que se consideran 
sensibles a la desecación, están presentes en zonas áridas o semidesérticas, como es el 
caso de P. putida, que es bastante reconocida por colonizar una gran variedad de 
ambientes. 
Finalmente, la identificación de genes de resistencia al estrés por desecación, permitirá 
conocer el tipo de sustancias que pueden ser usadas para el almacenamiento y 








La interacción de K. varicola T29A2 (resistente a desecación) con P. putida KT2440 
(sensible a desecación) antes y/o durante el estrés, contribuirá a mantener la supervivencia 




Explorar la capacidad de K. variicola T29A2 para proteger a P. putida KT2440 del estrés 
por desecación. 
 
Objetivos particulares:  
1. Determinar la supervivencia a la desecación de K. variicola T29A2 y P. putida 
KT2440 cuando cointeraccionan antes y durante el estrés. 
2. Evaluar la capacidad de mutantes de K. variicola T29A2 para proteger a P. putida 
KT2440 de la desecación. 














VI.1. Diseño de medios selectivos 
Como etapa preliminar, se diseñaron y probaron alrededor de 80 medios de cultivo que 
permitieran distinguir a K. variicola T29A2 de P. putida KT2440 y viceversa, para poder 
monitorear la supervivencia de cada una, ya que durante los experimentos de co-
interacción, ambas bacterias se sometieron al estrés juntas. 
El diseño de los medios de selección se realizó con base en la observación del crecimiento 
de ambas bacterias en medios de cultivo elaborados con distintas fuentes de carbono así 
como con la adición de antibióticos y metales pesados a diferentes concentraciones (Anexo 
1). La Tabla I muestra los medios de selección utilizados para P. putida KT2440 y K. 
variicola T29A2. 
 
Tabla I. Medios de selección utilizados en este estudio. 
 
Debido a que tanto K. variicola T29A2 como P. putida KT2440 toleran diversos antibióticos, 
la selección de K. variicola T29A2 se realizó mediante la observación morfológica, ya que 
la característica de absorber el colorante rojo del medio agar McConkey, la hace claramente 
distinguible de P. putida KT2440 sin necesidad de adicionar antibiótico. 
 
 
P. putida KT2440 K. variicola T29A2 
Medio de 
cultivo 
Citrato de Simons Agar McConkey 
Antibiótico Cm 150 g/ml Distinción morfológica 
Composición Fosfato dibásico de amonio    1 g/L 
Fosfato dipotásico                   1 g/L 
Cloruro de Sodio                     5 g/L 
Citrato de Sodio                      2 g/L 
Sulfato de magnesio          0.02 g/L 
Azul de bromotimol            0.08 g/L 
Agar                                      15 g/L 
pH = 6.9 ± 0.2 
Peptona de caseína           1.5 g/L 
Peptona de gelatina            17 g/L 
Peptona de carne               1.5 g/L 
Lactosa                               10 g/L 
Sales biliares                      1.5 g/L 
NaCl                                   5.0 g/L 
Rojo neutro                      0.03 g/L 
Cristal violeta               0.0001 g/L 
Agar                                 13.5 g/L 




VI.2. Antagonismo bacteriano 
Posteriormente, se realizaron pruebas de inhibición simultánea entre ambos modelos de 
estudio, para descartar la posibilidad de que alguna de las dos cepas produjera sustancias 
inhibitorias que impidieran la realización de los experimentos de desecación en co-
interacción. 
Cada bacteria se sembró por separado en medio líquido LB con sus respectivos antibióticos 
de selección, los cultivos se crecieron en agitación por 24 horas a 200 rev/min y 30 ºC. 
Después se tomaron 100 l del cultivo de una de las bacterias (considerada como sensible) 
y fueron plaqueados con un asa de vidrio en placas de LB dejándolas secar por 10 min, 
posteriormente, se agregaron 50 l de la segunda bacteria (considerada como posible 
productora de sustancias inhibitorias) con un micropipeta en el centro de la placa. 
Finalmente, las placas se incubaron por 24 horas a 30 ºC. El procedimiento se realizó 
nuevamente invirtiendo la posición de las bacterias. En cada prueba se analizaron tres 
réplicas, considerándolas positivas cuando se observó la presencia de halos de inhibición 
y negativas cuando ambas bacterias crecieron.  
Las pruebas se consideraron negativas al no haber observado halos de inhibición, lo que 
indicó que ninguna de las dos bacterias produce sustancias inhibitorias que afecten el 









Figura 1. Pruebas de inhibición simultánea entre K. variicola T29A2 y P. putida KT2440. A) 









VI.3. Experimentos de cointeracción y desecación 
La habilidad protectora de K. variicola T29A2, se avaluó mediante dos experimentos 
diseñados con el fin de observar si el efecto protector se cumple cuando la cointeracción 
entre bacterias ocurre durante la exposición al estrés o bien, si este ocurre cuando las 
bacterias cointeraccionan antes de someterse al estrés. En ambos casos, K. variicola 
T29A2 y P. putida KT2440 se crecieron hasta fase estacionaria en medio líquido LB durante 
24 horas a 30 oC y en agitación a 200 rev/min. Posteriormente las células fueron lavadas 
por centrifugación dos veces a 5,000 rev/min a 25 oC durante 10 min para eliminar el medio 
de cultivo y se re-suspendieron en el mismo volumen de agua estéril. 
 
VI.3.1 Cointeracción durante el estrés 
Los cultivos de cada bacteria se crecieron hasta fase estacionaria de manera independiente 
y posteriormente fueron lavados por centrifugación para realizar una mezcla con el mismo 
volumen del cultivo de cada bacteria re-suspendido en agua estéril. Cabe destacar que en 
este primer diseño experimental, las bacterias no interactuaron hasta después de ser 
lavadas y re-suspendidas en agua, por lo que se considera que la interacción ocurre 
únicamente en el momento en el que serán sometidas al estrés (Fig. 2A). 
 
VI.3.2 Cointeracción antes del estrés 
El segundo diseño experimental, a diferencia del primero, consistió en crecer juntas a 
ambas bacterias desde un inicio bajo las mismas condiciones por 24 horas, y una vez en 
fase estacionaria, las células se lavaron por centrifugación y se re-suspendieron en agua 
estéril, con lo cual se considera que la interacción de las dos bacterias ocurrió antes de ser 
sometidas al estrés (Fig. 2B). 
Una vez que las células fueron lavadas, tanto en VI.3.1 como en VI.3.2, se tomaron 
alícuotas de 500 l y se distribuyeron en tubos epperndorff, los cuales fueron pesados y 
sellados con tapones de algodón para permitir la entrada de aire y evaporación del agua. 
Las muestras se almacenaron en una cámara de desecación previamente diseñada y 




















Figura 2. Diseño experimental para evaluar dos tipos de cointeracción entre K. variicola 




VI.3.3 Cointeracción con mutantes de K. variicola T29A2 
Posteriormente, se realizaron experimentos de cointeracción entre P. putida KT2440 y 
mutantes de K. variicola T29A2 con la finalidad de identificar algunos genes involucrados 
en la protección de la bacteria sensible contra la desecación. Dichas mutantes fueron 
obtenidas por mutagénesis al azar con el transposón mini-Tn5 (Corral-Lugo, 2010). 












Para ello, se diseñó un método rápido para evaluar el efecto protector de varias mutantes 
a la vez. Este método consistió en crecer juntas a cada una de las mutantes en co-
interacción con P. putida KT2440 durante 24 horas. Posteriormente, cada una de las 
mezclas fue centrifugada y resuspendida en agua estéril. Una vez removido el medio de 
cultivo, se colocaron 100 l de cada mezcla en cada uno de los 96 pozos de una placa 
multipozos (ELISA), incluyendo los respectivos controles que corresponden a P. putida 
KT2440, K. variicola T29A2 (silvestre) y una mezcla con K. variicola T29A2 y P. putida 
KT2440 (Fig. 3A). 
Las muestras se distribuyeron como se indica en la figura 3B, se colocaron tres réplicas de 
cada una y las placas se ingresaron a la cámara de desecación durante cinco días bajo las 






Figura 3. Método rápido para evaluar la supervivencia a la desecación de mutantes de K. 
variicola T29A2 en cointeracción con P. putida KT2440. A) Diseño experimental. B) 







































































VI.4 Tasa de Supervivencia Bacteriana 
Durante los 18 días de desecación, se realizó el monitoreo de la supervivencia de ambas 
bacterias mediante la técnica de goteo por sellado en placa masivo (Corral-Lugo et al., 
2012) antes de ser sometidas al estrés y posteriormente cada tercer día en los medios de 
selección correspondientes. En cada monitoreo se analizaron cinco réplicas de cada 
tratamiento y se determinó la tasa de supervivencia bacteriana (BSR), definida como la 
relación entre el logaritmo del número de UFC/ml presentes en la suspensión después de 
la desecación (D.D) y el logaritmo del número de células viables antes de la desecación 






Para monitorear la supervivencia de P. putida KT2440 en cointeracción con las mutantes 
de K. variicola T29A2, primero se realizó el sellado de las muestras con un replicador de 48 
dientes en los medios de selección correspondientes a los cinco días de desecación. 
Después de incubar las placas durante 24 horas, se ubicaron las muestras en las que P. 
putida KT2440 no sobrevivió a la desecación, a partir de las cuales, se eligieron  las 
mutantes que al no proteger a P. putida KT2440 del estrés, posiblemente están mutadas 
en genes involucrados en la transferencia de la resistencia a la desecación. 
Para corroborar que las mutantes seleccionadas mediante el método rápido fueran las de 
interés, se realizaron nuevamente los experimentos de desecación pero a través del método 
estándar y se monitoreó la supervivencia tanto de P. putida KT2440 como de la mutante de 
interés como se describió anteriormente. 
El análisis estadístico de las tasas de supervivencia obtenidas, se realizó con el programa 





D.D. = después de la desecación 




VI.5 Comprobación de la inserción del transposón mini-Tn5 en mutantes de K. 
variicola T29A2. 
Debido a que la banca de mutantes de K. variicola T29A2 fue realizada por mutagénesis al 
azar con el plásmido pUT-km, portador del transposón mini-Tn5, se corroboró que las 
mutantes seleccionadas tuvieran dicho transposón para su posterior análisis mediante 
PCRs arbitrarias. 
En primera instancia, se extrajo el ADN total de las mutantes de interés así como de P. 
putida KT2440 y K. variicola T29A2 silvestre, mediante el protocolo de extracción del kit 
“Wizard® Genomic DNA Putification” (PROMEGA). Las mezclas de PCR se realizaron con 
el componente Go Taq® Green Master Mix. 
La comprobación se hizo mediante la amplificación del gen de resistencia a kanamicina que 
porta el transposón como marcador. Los oligonucleótidos utilizados fueron los siguientes, 
con los cuales se amplificó un fragmento de 428 pb: 
 
KmA - TATGCCTCTTCCGACCATCA 
KmB - CCGACTCGTCCAACATCAAT 
 
Las condiciones de amplificación se establecieron de acuerdo a Toribio-Rosales (2009): 
 
95 ºC 3 ‘ 
95 ºC 1 ‘ 
64 ºC  1 ‘ 32 ciclos 
72 ºC 1 ‘ 
72 ºC 5 ‘ 
 
VI.6 PCRs arbitrarias 
Una vez que se corroboró lo anterior, se utilizó el ADN de las mutantes de interés para 
identificar los genes truncados en tales mutantes por la inserción del transposón mediante 
PCRs arbitrarias. La técnica de PCRs arbitrarias consiste en amplificar una región 
adyacente al transposón mini-Tn5 correspondiente a un fragmento del gen mutagenizado 




determinar su función. 
Para identificar el sitio de inserción del transposón mini-Tn5 se emplearon oligonucleótidos 
capaces de leer la secuencia borde del mini-Tn5, lo cual garantiza que el resto de la 
secuencia amplificada sea adyacente al transposón y corresponda a un fragmento del gen 
de interés (Duque et al., 2007). 
El procedimiento consistió de dos rondas de PCR, en la primera, se incluyó un 
oligonucleótido específico para el reconocimiento de una secuencia adyacente a la 
secuencia de inserción “O” en la región terminal del mini-Tn5 y dos oligonucleótidos 
arbitrarios que amplifican desde cualquier parte al azar del genoma. El producto de la 
primera amplificación, se utilizó como ADN molde para realizar una segunda ronda de PCR, 
esta vez con oligonucleótidos específicos que enriquecen la región que comprende la 
secuencia del transposón. 
Se utilizaron las siguientes secuencias de oligonucleótidos y condiciones de PCR de 









DNA molde     1 l   95 ºC - 5’ 
dNTPs (10 mM)     5 l   95 ºC - 1’ 
Oligo TNEXT 2 (20 M)   6 l   40 ºC - 1’        6 ciclos 
Oligo ARB1A (20 M)    3 l   72 ºC - 1’ 
Oligo CEKG2B (20 M)   3 l   95 ºC - 30‘’ 
Buffer      5 l   53 ºC - 30‘’      30 ciclos 
MgCl2      4 l   72 ºC - 1’ 
Taq polimerasa     0.25 l  72 ºC - 7’ 





DNA molde (Amplificado 1a ronda) 5 l   95 ºC - 5’ 
dNTPs (10 mM)     5 l   95 ºC - 30’’ 
Oligo TNINT (20 M)    3 l   60 ºC - 30’’     25 ciclos 
Oligo ARB2A (20 M)    3 l   72 ºC - 1’ 
Buffer      5 l   72 ºC - 7’ 
MgCl2      4 l   14 ºC - ∞ 
Taq polimerasa     0.25 l 
H2O miliQ     hasta 50 l 
 
Se obtuvieron productos entre 250 y 500 pares de bases aproximadamente, los cuales se 
identificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 V por 45 min. 
Posteriormente, se realizó el corte de las bandas más abundantes con un bisturí, las cuales 
se purificaron con el kit Wizard® sv Gel and PCR Clean-Up System. 
 
VI.7 Secuenciación e identificación de la función de genes 
Para secuenciar cada banda obtenida en el análisis por PCRs arbitrarias, se realizó una 
mezcla con 15 l de la banda cortada y previamente purificada y 1 l del oligoucelótido 
TNINT. Las muestras se enviaron a la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de 
Biotecnología de la UNAM. 
Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas Lite 2.1.1 y se realizó 
un alineamiento de dichas secuencias mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool), un programa que compara la secuencia problema con todas las secuencias 
que se encuentran en la base de datos pública del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI). Se utilizó la modalidad blastx mediante la cual se realiza una búsqueda 







VI.8 Identificación de genes 
Una vez identificada la función de los fragmentos de genes obtenidos de las mutantes de 
K. variicola T29A2 que mostraron haber perdido la habilidad de proteger a P. putida KT2440 
de la desecación, se eligió la secuencia del fragmento que obtuvo mayor porcentaje de 
identidad durante el alineamiento para realizar la amplificación del gen completo, o en su 
defecto un fragmento de mayor tamaño, mediante oligonucleótidos diseñados a partir del 
genoma de K. variicola At-22, al ser el único genoma de la especie que ha sido 
completamente secuenciado y que se encuentra disponible en la base de datos pública.  




VI.9 Análisis de genomas 
Por otro lado, se realizó una búsqueda de transportadores de glutatión en los géneros 
Klebsiella y Pseudomonas con el programa MIBlast, una herramienta bioinformática de 
búsqueda masiva por BLAST, a través de la cual se realizaron alineamientos locales con 
múltiples secuencias codificantes para diversas proteínas estructurales de transportadores 
de glutatión reportadas en otras especies y elegidas con base en la búsqueda bibliográfica. 
Se consideraron los valores de bit score más altos y los valores de significancia más bajos 
(E-value), como criterio para considerar si los genomas analizados cuentan con los 











VII.1. Experimentos de cointeracción y desecación 
Como etapa preliminar, se monitoreó la supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 
y K. variicola T29A2 cuando se someten al estrés por sí solas. Los resultados mostraron 
que P. putida KT2440 pierde por completo la viabilidad después de la desecación, ya que 
no se encontraron unidades formadoras de colonias a los 18 días de haberse sometido al 
estrés. Por otro lado, K. variicola T29A2, mantuvo una tasa de supervivencia elevada y se 
estimó un valor de BSR = 75.3 a los 18 días de desecación (Fig. 4).  
 
 
Figura 4. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 sometidas al 
estrés sin interactuar. Cada punto del gráfico representa el promedio de 5 réplicas con su respectiva 
desviación estándar. 
 
VII.1.1 Cointeracción durante el estrés 
Una vez registrada la supervivencia de ambas cepas sometidas a desecación por separado. 
Se evaluó la supervivencia de las dos bacterias cuando interactuaron únicamente en el 
momento en el que se enfrentaron al estrés. Se observó que la supervivencia de P. putida 
KT2440 descendió notablemente desde el sexto día de desecación hasta no encontrar 


















supervivencia bacteriana de 77.02 al final del estrés (Fig. 5). 
 
 
Figura 5. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 cuando co-
interaccionan durante el estrés. Análisis de cinco réplicas por cada tiempo y su respectiva desviación 
estándar. 
 
VII.1.2 Cointeracción antes del estrés 
Por otro lado, se observó una mejora en la supervivencia de P. putida KT2440 cuando co-
interacciona con K. variicola T29A2 antes de ser sometida al estrés, ya que a diferencia de 
cuando se somete al estrés sola o en cointeracción con K. variicola T29A2 unicamente 
durante el estrés, se mantiene viable aún después de los 18 días de desecación, mostrando 
una tasa de supervivencia de 39.21, mientras que, K. variicola T29A2 mantiene una BSR 
de 89.60 (Fig. 6). 
De acuerdo al análisis estadístico, se encontró que el incremento en la supervivencia de P. 
putida KT2440 es significativo (p<0.001) respecto a su supervivencia cuando es sometida 























Figura 6. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 y K. variicola T29A2 cuando co-
interaccionan 24 horas antes de someterse al estrés. Análisis de cinco réplicas y su respectiva 
desviación estándar. 
 
VII.1.3 Cointeracción con mutantes de K. variicola T29A2 
En vista de que la cepa silvestre de K. variicola T29A2 mostró un efecto protector hacia P. 
putida KT2440 para enfrentar el estrés por desecación, cuando crecen juntas durante 24 
horas antes de someterse al estrés, se realizaron experimentos de cointeracción de la 
misma forma entre P. putida KT2440 y mutantes de K. variicola T29A2, con la finalidad de 
encontrar aquellas mutantes que han perdido la habilidad de proteger a P. putida de la 
desecación. 
A través del método rápido, se sometieron a desecación 620 mutantes de K. variicola 
cointeractuando con P. putida KT2440 y se identificaron cuatro mutantes en genes 
implicados en la protección de P. putida KT2440 contra el estrés, dado que no se 
observaron unidades formadoras de colonias después de 5 días de desecación (Fig.7). 
Para corroborar que las cuatro mutantes encontradas a través de la metodología rápida en 
efecto estaban mutadas en los genes de interés, se repitieron los experimentos de 
desecación estándar durante 18 días entre cada una de las mutantes seleccionadas con el 



















Figura 7. Identificación de mutantes que dejan de proteger a P. putida KT2440 de la desecación 
mediante el método rápido. Antes de la desecación (arriba). Después de 5 días de desecación 
(abajo). Las mutantes se identifican con números, mientras que, los controles se refieren a P. putida 
KT2440 en cointeracción con la cepa silvestre de K. variicola T29A2, así como P. putida y K. variicola 












El monitoreo de la supervivencia durante los 18 días de desecación mostró que la co-
interacción con ninguna de las mutantes seleccionadas mejoró la supervivencia de P. putida 
al estrés (Fig. 8, 9, 10, 11). Asimismo, se encontraron dos mutantes sensibles a la 
desecación, ya que al igual que P. putida, tampoco sobrevivieron al estrés (Fig. 8 y 9), no 
obstante, otras dos mutantes mostraron claramente estar afectadas en genes involucrados 
específicamente en la protección de P. putida KT2440, ya que no la protegieron del estrés 




















Figura 8. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 en cointeracción con la mutante 16. 

























Figura 9. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 en cointeracción con la mutante 6. 

























Figura 10. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 en cointeracción con la mutante 85. 


























































Figura 11. Supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 en cointeracción con la mutante 51. 




VII.2 Comprobación de la inserción del transposón mini-Tn5 en mutantes de K. 
variicola T29A2 
Para corroborar la inserción del transposón mini-Tn5 con el que fue realizada la banca de 
mutantes, se realizó la amplificación del marcador de resistencia a kanamicina en las 
mutantes de interés, y posteriormente se realizó la identificación de los genes 
mutagenizados a través de la metodología de PCRs arbitrarias. 
Se amplificó un fragmento de aproximadamente 428 pares de bases en todas las mutantes 















































Figura 12. Productos de amplificación del gen de resistencia a kanamicina. Electroforesis en gel de 
agarosa 1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2: E. coli cc118 (control positivo). Carril 3: K. 
variicola T29A2 silvestre (control negativo). Carril 4: mutante 16. Carril 5: mutante 6. Carril 6: mutante 




VII.3 PCRs arbitrarias 
La identificación de mutantes con las cuales P. putida no sobrevive a la desecación, sugiere 
la existencia de algunos genes implicados en la protección de la bacteria sensible durante 
el estrés, para caracterizar tales genes, se realizó primero la amplificación de un fragmento 
de dichos genes mediante PCRs arbitrarias, tomando como referencia la secuencia 
conocida del transposón mini-Tn5. 
Se obtuvieron bandas de distintos tamaños durante la amplificación del ADN de cada 
mutante, no obstante, las bandas más abundantes se observaron entre 300 y 600 pares de 
bases (Fig. 13). La banda más abundante de cada mutante se cortó y purificó, y 
posteriormente se envió a secuenciar. 
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Figura 13. Productos de amplificación mediante PCRs arbitrarias. Electroforesis en gel de agarosa 
1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2: K. variicola T29A2 silvestre (control negativo). Carril 3: 
mutante 6. Carril 4: mutante 16. Carril 5: mutante 85. Carril 6: mutante 51. 
 
 
VII.4 Secuenciación e identificación de la función de genes 
Se obtuvieron secuencias entre 500 y 750 pares de bases, lo cual corresponde al tamaño 
de las bandas amplificadas mediante las PCRs arbitrarias. En cada secuencia, se identificó 
la región terminal “O” del transposón mini-Tn5, lo que corrobora que la PCR arbitraria fue 
efectiva y que la secuencia adyacente corresponde a un fragmento del gen en el que se 
insertó el transposón. 
La comparación de las secuencias obtenidas con las bases de datos del banco de genes 
(NCBI), mostró que algunos genes involucrados en la protección de P. putida contra la 
desecación codifican para proteínas hipotéticas que aún no han sido bien descritas en la 
base de datos comparada, sin embargo, con base en el análisis de dominios conservados, 
se determinó que tales genes corresponden a dos reguladores transcripcionales de 



















virulencia de K. pneumoniae y una enzima serina-O-acetil-transferasa involucrada en la 
síntesis de L-cisteína. 
Las secuencias de las mutantes 6 y 16 mostraron 83% de identidad con proteínas 
hipotéticas de K. pneumoniae, el análisis mostró una región similar al dominio BetR 
corresponiente a una superfamilia de proteínas de unión a ADN que pertenecen a la familia 
de reguladores transcripcionales en respuesta a elementos xenobióticos (Fig. 14). 
Por otro lado, se observó un 85% de identidad entre la secuencia de la mutante 85 y una 
proteína hipotética descrita en general para varios microorganismos de la familia 
Enterobacteriaceae. La proteína ha sido denominada hasta ahora “KPN” debido a que se 
encuentra en el plásmido pKPN4 de K. pneumoniae MGH 78578. El plásmido se encuentra 
completamente secuenciado y la proteína en cuestión se observó ubicada entre los genes 
traB y traC (Fig.15). 
Finalmente, la secuencia de la mutante 51, mostró un 100% de identidad con una región de 
la proteína serina-o-acetil-transferasa, donde 52 aminoácidos correspondieron al dominio 
conservado LbH_SAT, el cual cataliza la acetilación con la coenzima A de la L-serina para 
formar O-acetilserina, como primer paso para la formación de L-cisteína de acuerdo al 







Figura 14. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 6. 
*Secuencia correspondiente a la región “O” del mini-Tn5. B) Resultados del análisis de alineamiento 
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Figura 15. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 85. 
*Secuencia correspondiente a la región “O” del mini-Tn5. B) Resultados del análisis de alineamiento 
























Figura 16. A) Secuencia obtenida de la banda amplificada a partir del ADN de la mutante 51. 
*Secuencia correspondiente a la región “O” del mini-Tn5. B) Resultados del análisis de alineamiento 
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VII.5 Identificación de genes 
Al tener el 100% de identidad, se eligió el fragmento del gen obtenido por PCRs arbitrarias 
de la mutante 51 para demostrar la identidad de este gen aparentemente involucrado en la 
protección de P. putida KT2440 contra la desecación, así como para amplificar la mayor 
fracción posible del gen completo. Para ello se diseñaron oligonucleótidos que amplificaran 
desde el principio hasta el final del gen, con base en la secuencia del gen sat (serin-O-
acetil-transferasa) de K. variicola At-22 al ser la cepa con la que se encontró mayor similitud 
en el análisis anterior (Fig. 17). 
 
 
Figura 17. A) Diseño de oligonucleótidos con base en la secuencia del gen sat. Secuencas de los 
oligos SAT_KvarA al inicio y SAT_KvarB al final del gen (en rojo). Secuencia obtenida mediante 
PCRs arbitrarias (en negro). 
 
 
En primer lugar se realizó una PCR con los dos oligonucleótidos diseñados, esperando 
encontrar que en la mutante 51 se observara una banda de mayor tamaño que en otras 
mutantes y en la silvestre al tener insertado el transposón mini-Tn5. De acuerdo a los 
resultados, se encontraron distintas bandas en cada mutante analizada, sin embargo, se 
amplificó una banda de más de 1,200 pares de bases en la mutante 51, mientras que, en 
la cepa silvestre y otras mutantes se observó una banda de aproximadamente 950 pares 































Figura 18. Productos de amplificación del gen sat. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: 
Marcador molecular. Carril 2: mutante 51. Carril 3: mutante aleatoria. Carril 4: mutante 6. Carril 5: K. 
variicola T29A2 silvestre. Carril 6: P. putida KT2440 (control negativo). 
 
 
Por otro lado, se realizó una PCR confirmatoria con el oligo TNINT y los dos oligos 
anteriores, para corroborar que la mutante 51 está mutada en el gen sat, así como para 
obtener más información sobre la posición del transposón dentro del gen. La prueba fue 
positiva únicamente con el oligo TNINT y el oligo SAT_KvarB en la mutante 51, lo cual 
además de confirmar la transposición del mini-Tn5 en el gen sat, sugiere que la inserción 
del transposón ocurrió en dirección 5’ -> 3’ (Fig. 19). 
Cabe señalar que se observó un par de bandas muy tenues en la mutante aleatoria que se 
utilizó con fines de comparación, no obstante, tales bandas no corresponden al tamaño del 
amplificado de interés y después de haberlas secuenciado y comparado con la base de 
datos pública, no se encontró similitud con ninguna secuencia del banco de genes, con lo 
que se considera que se trató de amplificados inespecíficos; contrario a la banda 
amplificada en la mutante 51, cuya secuencia también fue comparada y correspondió a la 


































Figura 19. Producto de amplificación del gen sat en la mutante de interés. Electroforesis en gel de 
agarosa 1%. Carril 1: Marcador molecular. Carril 2 – 4: Amplificación con oligos TNINT y SAT_KvarA. 
Carril 5 – 7: Amplificación con oligos TNINT y SAT_KvarB. Carril 2: mutante 51. Carril 3: K. variicola 
T29A2 silvestre. Carril 4: mutante aleatoria. Carril 5: mutante 51. Carril 6: K. variicola T29A2 silvestre. 





Figura 20. Resultados confirmatorios de la secuencia amplificada con los oligos TNINT y SAT_KvarB 


















VII.6 Análisis de genomas 
Antes de atribuir la habilidad de protección al gen sat de K. variicola T29A2, se realizó una 
búsqueda de genes codificantes para serina-O-acetiltransferasas en el genoma de P. putida 
KT2440. 
Los resultados mostraron que también P. putida KT2440 tiene genes codificantes para esta 
enzima denominados cys; de acuerdo a la información disponible, tanto Cys como Sat, 
tienen la misma función, ambas participan en la primera etapa de la formación de L-cisteína 
en la célula, no obstante, se encontró que las secuencias no son homólogas ya que no 
comparten similitud en sus secuencias nucleotídicas. 
Con la finalidad de conocer qué proteínas podrían estar formadas por cisteína para 
responder al estrés por desecación, se realizó una búsqueda bibliográfica de las principales 
moléculas protectoras frente a diversas condiciones de estrés relacionadas con el gen sat 
y la producción de cisteína. 
Con base en la información obtenida, se encontró que la cisteína forma parte estructural de 
algunos antioxidantes, e incluso, el sitio activo de tales antioxidantes, corresponde a una 
cisteína cuyo grupo sulfhidrilo reacciona con las ROS acumuladas en el citoplasma de la 
célula como consecuencia del estrés. Gran parte de la literatura menciona al glutatión como 
el principal antioxidante que gracias a la cisteína en su estructura ejerce un efecto protector 
contra diferentes tipos de estrés. Debido a que se ha reportado que el glutatión es exportado 
activamente para regular las concentraciones tóxicas del glutatión en su estado oxidado, se 
realizó una búsqueda de transportadores de glutatión y cisteína en especies de los géneros 
Klebsiella y Pseudomonas. 
De acuerdo a la literatura, los transportadores de glutatión mayor documentados, 
correspondieron a CydC y CydD, dos proteínas que participan en la exportación de glutatión 
y cisteína al periplasma en E. coli; y las proteínas codificadas por el operón gsiABCD de 
Shigella sp. y E. coli, que participan en la importación de glutatión desde el medio externo 
hacia el citoplasma. Tales secuencias fueron utilizadas para realizar la búsqueda de 
transportadores similares en los géneros Klebsiella y Pseudomonas. 
En las tablas II y III se observan algunos de los resultados más representativos obtenidos 
de la búsqueda de transportadores de glutatión. Se encontraron valores de similitud 




incluida K. variicola, lo cual sugiere que K. variicola presenta tanto sistemas de exportación 
como de importación de glutatión (tabla II). Por otro lado, no se encontraron valores 
significativos de similitud con CydC y CydD en el género Pseudomonas, sin embargo, se 
encontró que P. putida KT2440 cuenta con dos proteínas homólogas a GsiA y GsiC, lo que 
sugiere que únicamente cuenta con proteínas que participan en la importación de glutatión, 
no obstante, las proteínas con las que se encontró un grado de similitud significativa, no 
están descritas como trasportadores de glutatión sino como proteínas de unión a ATP que 
participan en el transporte de opina (Tabla III). 
 
 
Tabla II. Transportadores de glutatión encontrados en especies del género Klebsiella. 
T=Transportador, E=E-value, BS=Bit Score. 
T E BS Especie Descripción 




















































































Tabla III. Transportadores de glutatión encontrados en especies del género Pseudomonas. 
T=Transportador, E=E-value, BS=Bit Score. 
T E BS Especie Descripción 






















































































El presente estudio tuvo por objetivo principal evaluar si la cointeracción entre una bacteria 
resistente a la desecación y una bacteria sensible, mejora la supervivencia de la bacteria 
sensible al enfrentarse al estrés.  
Los experimentos de cointeracción entre K. variicola T29A2 y P. putida KT2440 resultaron 
útiles para saber qué tipo de cointeracción es la que ayuda a P. putida KT2440 a resistir la 
desecación y elucidar posteriormente el mecanismo posible por el cual ocurre tal protección. 
De acuerdo a los resultados, cuando K. variicola interactua con P. putida únicamente 
durante el estrés, la viabilidad de P. putida se ve comprometida de la misma forma que 
cuando se somete al estrés por sí sola, no obstante, cuando ambas bacterias crecen juntas 
varias horas antes del estrés, P. putida sobrevive a la desecación con una tasa de 
supervivencia significativa (BSR=39.21, P<0.0001), lo cual demuestra que durante 24 horas 
de cointeracción P. putida se beneficia de K. variicola para tolerar posteriormente el estrés. 
Lo anterior sugiere dos hechos importantes, el primero, que durante el crecimiento hasta la 
fase estacionaria, K. variicola podría sintetizar y exportar algunas moléculas que ejerzan el 
efecto protector; y el segundo, que P. putida es capaz de incorporar dichas moléculas para 
protegerse de la desecación, esto último se propone ya que al haberse removido por 
centrigugación el medio de cultivo y las sustancias en este como producto del crecimiento 
de ambas bacterias, las moléculas protectoras tuvieron que ser incorporadas por la bacteria 
sensible durante el crecimiento, y probablemente almacenadas durante el estrés. 
Un primer paso para conocer cuáles son tales moléculas protectoras, fue evaluar la 
supervivencia de la bacteria sensible a la desecación en cointeracción con mutantes de K. 
variicola T29A2, para poder identificar a aquellas mutantes deficientes en la protección de 
P. putida, a través de las cuales se pudieron identificar los genes involucrados en conferir 
la resistencia a la desecación a la bacteria sensible. 
Cabe mencionar que en este estudio se consideraron únicamente las mutantes que 
perdieron por completo la habilidad de proteger a P. putida de la desecación, no obstante, 
se identificaron también algunas mutantes con las que P. putida no perdió la viabilidad 
totalmente, lo que sugiere que probablemente existen otros genes que protegen en menor 
medida contra la desecación. Asimismo, al explorar otras mutantes de la banca que no 




sensibles a la desecación (datos no mostrados), con lo cual, este estudio también 
contribuyó en la búsqueda de genes involucrados en la resistencia a la desecación de K. 
variicola T29A2 que la hacen altamente tolerante a este estrés. 
Es importante mencionar que pese a haber identificado a las mutantes de interés mediante 
el método rápido, se realizaron experimentos de desecación estándar para corroborar que 
dichas mutantes protegían total o parcialmente a P. putida de la desecación, ya que existen 
diversos factores que pueden afectar los resultados obtenidos por cualquiera de los dos 
métodos (Corral-Lugo, 2010). En este caso, dichos factores incluyen principalmente el 
número de células que son sometidas al estrés, ya que además de que en el método rápido 
solo se someten 100 l y en el método estándar las alícuotas son de 500 l, el crecimiento 
de las bacterias puede afectar si estas no llegan hasta la fase estacionaria, etapa durante 
la cual se ha reportado que las bacterias se encuentran en mejor condición para enfrentar 
diversos tipos de estrés (Potts, 1994). 
Gracias a la metodología de las PCRs arbitrarias, se logró amplificar un fragmento del gen 
mutagenizado en las mutantes deficientes en la protección de P. putida KT2440, lo cual 
facilitó la identificación de su función al comparar las secuencias de los amplificados en la 
base de datos pública del NCBI. De acuerdo a los resultados obtenidos, los genes 
involucrados en la protección de P. putida KT2440 contra la desecación incluyen 
reguladores transcripcionales de respuesta a elementos xenobióticos, una serina-O-
acetiltrasnferasa involucrada en la síntesis de L-cisteína y una proteína hipotética cuya 
función aún no ha sido reportada en el banco de genes. 
Los resultados de las pruebas de desecación con las mutantes 6 y 16 mostraron que 
además de perder la habilidad de proteger a P. putida KT2440, ellas mismas son sensibles 
a la desecación (Fig. 8 y 9), es por esto que la identificación de reguladores 
transcripcionales a partir estas dos mutantes sugiere que durante la desecación, K. variicola 
T29A2 usa diversas vías regulatorias para sensar y responder a las condiciones estresantes 
del medio, sin embargo, la forma en que se extiende dicha protección a P. putida vía 
regulación transcripcional no es fácil de elucidar. 
Es importante tener en cuenta que al tratarse de un regulador de respuesta transcripcional, 
la relación con la protección a la bacteria sensible puede ser bastante amplia, incluso, al no 
tener mayor información sobre el gen más alla de ser un regulador de respuesta a 




debido a la falta de regulación de moléculas detoxificantes en el interior de K. variicola que 
al no ser producidas, no puedan ser exportadas ni captadas por P. putida para combatir el 
estrés. No obstante, la red de regulación transcripcional puede ser a veces tan compleja 
que es difícil sacar una conclusión a partir de un gen de este tipo. 
Se conoce que el estrés por desecación desencadena muchas respuestas a nivel 
transcripcional, uno de los pocos estudios que han podido demostrar qué genes se 
expresan durante la desecación, ha reportado la expresión de aproximadamente 70 
reguladores transcripcionales en B. japonicum que incluyen el AMP cíclico, reguladores de 
respuesta de doble componente y factores sigma como 54 (RpoN) y 24 (RpoE) (Cytryn et 
al., 2007), no obstante, haber encontrado un dominio que pertenece a la familia de las 
proteínas de unión a ADN en respuesta a xenobióticos sugiere que los reguladores 
identificados en las mutantes 6 y 16, pueden favorecer la transcripción de algunos 
antioxidantes que remuevan radicales libres de oxígeno y otras sustancias tóxicas, como 
catalasas, peroxidasas y superóxido dismutasas durante la desecación, como ocurre en 
Anabaena sp., Bradirhizobium japonicum, Rhodococcus jostii y Deinococcus radiodurans 
(Katoh et al., 2004; Cytryn et al., 2007; LeBlanc, 2008; Karlin & Mrázek, 2001). Incluso, la 
elevada respuesta transcripcional de genes detoxificantes se ha observado en D. 
geothermalis y D. radiodurans como un mecanismo mucho más eficiente que sus sistemas 
de reparo de ADN (Makarova et al., 2007). 
Pese a todo lo anterior, una cuestión importante a la que debe darse lugar es si la pérdida 
de la habilidad de protección hacia la bacteria sensible es consecuencia de la mutación en 
el gen que codifica los reguladores transcripcionales en las mutantes 6 y 16 o es mera 
consecuencia de la pérdida de resistencia a la desecación de la mutante, es por esto que 
la interpretación de resultados con base a estas dos mutantes no suele ser tan clara, incluso 
la mutante 85 cuyo gen identificado correspondió a una proteína hipotética, no puede dar 
mayor información sobre qué papel tiene tal gen en la protección de P. putida debido a que 
su función no ha sido reportada. 
Pese a lo anterior, los resultados con la mutante 51 mostraron mayores probabilidades de 
conocer el papel de la serina-O-acetyltransferasa en la protección de P. putida contra la 
desecación ya que por un lado, los análisis de alineamiento mostraron el mayor porcentaje 
de similitud con las muestras obtenidas por PCRs arbitrarias y por otra parte, la función del 




ser esta mutante muy resistente a la desecación por sí misma, se puede descartar la 
posibilidad de que la pérdida de protección hacia P. putida se deba a la incapacidad de la 
mutante de sobrevivir a la desecación. 
La serina-O-acetiltranferasa (SAT) y la O-acetilserina sulfurilasa (OASS) forman un 
complejo denominado “complejo cisteína sintasa” que participa en una ruta biosintética de 
dos etapas que conducen a la formación de L-cisteína (Kredich et al., 1969; Campanini et 
al., 2005). Como primer paso en la síntesis de cisteína, SAT transfiere el grupo acetilo de 
un acetil-CoA a una serina para formar O-acetilserina, posteriormente, en la segunda 
reacción, OASS reemplaza el grupo acetoxi de la cadena lateral de la O-acetilserina por un 
tiol (-SH) obtenido del sulfuro inorgánico que actúa como donador tal como se indica en la 






La actividad de SAT es regulada por retroalimentación del producto final, es decir, por la 
misma L-cisteína, la cual se une al C-terminal de la enzima e induce un cambio 
conformacional que previene la unión con otros acetil-CoA y con la enzima OASS evitando 
la formación del complejo cisteína sintasa para detener la producción de cisteína (Zhao et 
al., 2006; Lu et al., 2014). 
De esta manera, las bacterias y plantas pueden asimilar e incorporar el sulfuro inorgánico 
a componentes esenciales para la célula como el aminoácido cisteína, el cual es 
posteriormente utilizado como metabolito principal para la síntesis de otros compuestos que 
contienen sulfuro, como metionina, glutatión, tripanotión, coenzima A, hipotaurina, taurina 
y cisteamina, que además tienen diversas funciones en la célula (Jeelani et al., 2014; 
Bonner et al., 2005). 
Se ha reportado que las propiedades físicas y químicas de la L-cisteína son determinantes 




gracias a que el grupo tiol de su estructura es fuertemente nucleofílico, es por esto también 
que la cisteína tiene alta afinidad por los metales y se le asocia con propiedades reductoras 
de sustancias oxidantes, de manera que al igual que otros tioles de bajo peso molecular, 
se emplea en buffers protectores para evitar los daños de la toxicidad por ROS (Poole, 
2014; Fahey, 2013). No obstante, la alta reactividad del grupo tiol también hace que la L-
cisteína se autooxide y sea altamente tóxica para la célula ya que los productos de tal 
autooxidación incluyen ROS que pueden causar daño directo al ADN (Park & Imlay, 2003; 
Fahey, 2013). 
El hallazgo de una mutante alterada en la producción de la enzima serina-O-
acetiltransferasa, una enzima crucial en la ruta de biosíntesis de cisteína, que deja de 
proteger a P. putida de la desecación, sugiere que posiblemente la cisteína tenga un papel 
muy importante durante el estrés; incluso si la cisteína no es directamente responsable de 
la protección contra la desecación, bien podrían ser algunos metabolitos sintetizados a 
partir de este aminoácido, los que ejerzan el efecto protector. Esto último es más probable, 
ya que se conoce que la cisteína atrae a los metales pesados y cataliza su autooxidación 
uno o dos órdenes de magnitud más rápido que la coenzima A o el glutatión, por lo que un 
mecanismo de la célula para disminuir la autooxidación de la cisteína, es utilizar este 
aminoácido manteniendo su concentración baja y en una forma menos sensible a la 
autoxidación que la cisteína libre, por ejemplo en forma de otros tioles de bajo peso 
molecular que incluyen homositeína, coenzima A, ergotionenina, bacilitiol, micotiol, -
glutamato-cisteína y glutatión, o en otras moléculas reductoras como las glutarredoxinas y 
tiorredoxinas (Fahey, 2013; Poole, 2014). 
Todas estas formas alternativas, tienen una o dos cisteínas en sus sitios activos cuya 
función es reducir los puentes disulfuro en las proteínas citoplasmáticas, para mantener su 
función y el potencial redox en el citoplasma, asimismo la biosíntesis de cisteína en la célula 
ayuda a mantener un pool apropiado de tioles con los cuales atacar y detoxificar a la célula 
de especies reactivas de oxígeno (Turnbull & Surette, 2010; Poole, 2014). 
Existen evidencias de que la cisteína y varios metabolitos con cisteína en su estructura 
tienen una función muy importante para enfrentar el estrés oxidativo. Un estudio con 
Salmonella tiphymurium demostró que la L-cisteína es crucial para resistir el estrés 
oxidativo generado por la presencia de antibióticos durante la diferenciación al estado 




cisteína, disminuyen notablemente la concentración de tioles reducidos y glutatión en el 
citoplasma y como consecuencia, la célula queda susceptible a los radicales libres que 
genera la exposición de antibióticos como la ciprofloxacina, polymixina y gentamicina 
(Turnbull & Surette, 2010; Turnbull & Surette, 2008). 
Otros estudios han demostrado que mutantes de E. coli en los genes cysE o cysB que 
codifican para la serina-O-acetiltransferasa, como es el caso de la mutante de interés en 
este estudio, y la O-acetilserina sulfurilasa respectivamente, son completamente incapaces 
de sintetizar cisteína y son altamente sensibles a la exposición de algunos agentes 
oxidantes como el telurito de potasio, cadmio y cromato, cuya oxidación genera radicales 
superoxido y causa un desquilibrio en el potencial redox intracelular (Fuentes et al., 2007; 
Ackerley et al., 2006; Helbig et al., 2008). 
Otros estudios mostraron la capacidad de la N-acetil-L-cisteína para reducir el daño 
oxidativo inducido por radiación ultravioleta en la cianobacteria Anabaena sp. (He & Häder, 
2002); incluso el mismo efecto de la N-acetil-L-cisteína ha sido observado en el alga 
Chlorella vulgaris y la soya Glycine may var. Hood dando como resultado un incremento 
significativo de tioles totales y la evidente disminución de radicales libres generados por la 
radiación (Malanga et al., 1999). 
De acuerdo a lo anterior, la incapacidad de sintetizar cisteína tiene como principal 
consecuencia la disminución de tioles y antioxidantes en el citoplasma, considerando que 
la cisteína es parte estructural de los sitios activos de tales moléculas, es posible pensar 
que el efecto de protección hacia P. putida observado en el presente estudio sea debido a 
la incorporación de alguno de estos antioxidantes más que a la incorporación de cisteína 
libre. 
La mayoría de las moléculas antioxidantes que se mencionaron anteriormente como formas 
alternativas para evitar la alta reactividad de la cisteína libre han sido halladas tanto en 
eucariotas como en procariotas; algunas como el bacilitiol deben su nombre a que han sido 
encontradas en géneros específicos como Bacillus. Sin embargo, pese al gran número de 
antioxidantes conocidos, el glutatión ha resultado ser el tiol más común y por tanto más 
estudiado en ambos dominios, con la diferencia de que en los procariotas se han observado 
también diversos homólogos del glutatión, lo que sugiere que la ruta biosintética del 
glutatión pudo haber evolucionado varias veces a lo largo del tiempo para tolerar el cambio 





El glutatión es considerado el agente principal en la manutención del ambiente intracelular 
y la protección de la célula contra el daño oxidativo en bacterias Gram-negativas, ya que 
está ausente en la mayoría de las Gram-positivas (Fahey et al., 1978). Existen varios 
trabajos relacionados a la función del glutatión como primera respuesta contra el estrés 
oxidativo en vertebrados, plantas, levaduras, actinobacterias y diversos grupos de 
proteobacterias; incluso se ha encontrado que el glutatión también ejerce un efecto 
protector contra el estrés por congelación y durante la liofilización, ya que se demostró que 
Lactobacillus sanfranciscensis mantiene la estructura de su membrana intacta después de 
someterse a tales procedimientos cuando se agrega glutatión al medio durante su 
crecimiento (Zhang et al., 2010).  
Un mecanismo posible por el cual el glutatión podría proteger la membrana celular es que 
el glutatión prevenga la oxidación de los dobles enlaces de carbono de los ácidos grasos 
insaturados de la membrana evitando que pasen al estado saturado y la membrana pierda 
flexibilidad durante el estrés; esto ha sido demostrado en S. cerevisiae y L. sanfranciscensis 
los cuales al ser tratados previamente con glutatión, mostraron un aumento de ácidos 
grasos insaturados durante el estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno y el 
estrés por congelación respectivamente, así como la protección de los grupos sulfuro de 
las proteínas de membrana (Steels et al., 1994; Espindola et al., 2003; Zhang et al., 2010). 
Es importante resaltar que el estrés por desecación implica también otros tipos de estrés, 
algunos autores mencionan que una de las características más importantes de los 
anhidrobiontes es que sufren menor daño oxidativo durante la desecación que los 
organismos sensibles y que aquellos organismos resistentes han desarrollado estrategias 
para contrarestar la toxicidad del oxígeno aumentando la eficiencia de sus antioxidantes 
(Oliver et al., 2001; Espindola et al., 2003; França et al., 2007; Kranner & Birtic, 2005). 
Incluso, se sugiere que el daño por estrés oxidativo podría ser la mayor causa de muerte 
celular durante la desecación ya que las ROS dañan directamente al ADN (Potts, 1994; 
Frederickson et al., 2008). 
Lo anterior podría explicar porqué una enzima involucrada en la síntesis de una parte 
estructural tan importante de algunos antioxidantes, tiene efectos relevantes en la 
supervivencia a la desecación. Sin embargo, sugerir que P. putida KT2440 podría 




desecación, implica que tal antioxidante debe ser exportado al medio. 
Algunos estudios han demostrado que existen transportadores específicos de cisteína y de 
algunos tioles de bajo peso molecular, principalmente de glutatión, que expulsan o 
incorporan estas moléculas dentro y fuera de la célula. Diversos autores proponen que la 
síntesis de glutatión y otros antioxidantes, así como su transporte al interior y exterior celular 
son mecanismos para mantener un pool apropiado de cisteína en la célula (Smirnova et al., 
2012; Bachhawat et al., 2013; ), esto sugiere que K. variicola, como supuesta productora 
de los antioxiantes que utiliza P. putida para su protección, debe contar con transportadores 
que le permitan importar cisteína del medio o bien exportar antioxidantes con este 
aminoácido en su estructura para mantener el balance de cisteína intracelular. 
Para corroborar que K. variicola cuenta con la capacidad de exportar cisteína, se realizó 
una búsqueda por alineamiento masivo en el banco de genes de transportadores 
específicos de cisteína y de glutatión, al ser el antioxidante más documentado. El análisis 
mostró que K. variicola posee sistemas tanto exportadores como importadores de glutatión 
que también se encuentran reportados como transportadores de cisteína, ya que se 
encontraron valores de similitud significativos con las secuencias de otros sistemas de 
importación y exportación de glutatión de otras especies previamente descritos con las que 
se realizó la búsqueda (Tabla II). Tales resultados confirman la posibilidad de que la cisteína 
o el glutatión sintetizado por K. variicola puede ser exportado al medio externo donde P. 
putida podría incorporarlos y utilizarlos como moléculas protectoras contra la desecación. 
No obstante, este último hecho también implicaría que P. putida tiene al menos 
importadores específicos de glutatión o cisteína para poder incorporar estos péptidos del 
medio externo al citoplasma. De acuerdo a los resultados del análisis por alineamiento 
masivo, los valores significativos de alineamiento se observaron únicamente con sistemas 
de importación de glutatión en el género Pseudomonas, contrario a los sistemas de 
exportación que pese a que se encontraron en algunas especies del género, no se tomaron 
en cuenta por no tener valores significativos de similitud con las secuencias comparadas. 
Específicamente P. putida KT2440 presentó el mayor valor de significacia con una proteína 
de unión a ATP reportada en la base de datos pública como una de las partes de un 
transportador de opinas (Tabla III). 
Las opinas son aminoácidos poco comunes derivados de carboxietil o 




y de bajo peso molecular que son usados como fuente de carbono y nitrógeno por algunas 
bacterias (Venturi & Fuqua, 2013). Estas moléculas se conocen bien en Agrobacterium 
tumefasciens, que posee genes para el catabolismo de distintas opinas codificados en el 
plásmido Ti. Cuando A. tumefasciens transforma su material genético a las plantas que 
infecta, induce una elevada síntesis de opinas; de las cuales se nutre para poder 
establecerse y sobrevivir en los tumores causados a la planta (Kim & Farrand, 1996). 
Aunque la mayoría de opinas fueron descritas a partir de ambientes tumorales se ha 
encontrado que las opinas son utilizadas por otras bacterias que no pertenecen al género 
Agrobacterium, principalmente por diversas Pseudomonadaceas y Rhizobacterias 
(Bergeron et al., 1990). 
La estructura química de las opinas sugiere que estas podrían ser transportadas por un 
sistema similar al del glutatión o cisteína, lo que podría explicar la similitud entre las 
secuencias de transportadores de glutatión comparadas y el sistema de transporte de 
opinas en P. putida KT2440. Dado que se ha reportado que el glutatión no siempre requiere 
de transportadores específicos, es posible que este sistema de importación de opinas 
hallado en P. putida pudiera ser el que incorpore la cisteína o glutatión sintetizados por K. 
variicola, sin embargo, aún no existen reportes de que tal sistema de P. putida también 
cumpla la función de incorporar antioxidantes de bajo peso molecular para su protección, 
no obstante, para Haemophilus influenzae, un auxótrofo natural de cisteína y glutatión, las 
dipéptido permeasas codificadas en el operón DppBCDF son capaces de importar glutatión 
del medio extracelular; estas dipéptido permeasas aunque no son específicas para el 
transporte de glutatión, mostaron tener una alta afinidad al glutatión al igual que a otros 
péptidos pequeños (Vergauwen et al., 2003). 
En la literatura, hay un gran número de reportes sobre la circularización de glutatión dentro 
y fuera de la célula. En E. coli, se ha observado que cuando el glutatión reducido (GSH) en 
su forma activa, reacciona con ROS y otros elementos tóxicos, se convierte a su forma 
oxidada (GSSH), la cual si se acumula dentro de la célula es altamente tóxica, por lo que la 
célula expulsa el glutatión oxidado al exterior donde puede volver a su forma reducida 
gracias a las condiciones del medio externo; una vez en su forma activa, puede ser 
incorporado de nuevo para reutilizarlo contra más ROS dentro de la célula (Smirnova et al., 
2012; Smirnova & Oktyabrsky, 2005). Otros autores mencionan que el transporte de 
glutatión además de ser útil para enfrentar el estrés oxidativo, también sirve para incorporar 




2014), no obstante, en el presente estudio, podemos descartar que el importe de glutatión 
o cisteína haya ocurrido para el metabolismo de alguna de las dos bacterias estudiadas, ya 
que tanto K. variicola como P. putida cointeraccionaron en un medio rico; sin embargo, de 
acuerdo a lo anterior, podemos sugerir que pese a que K. variicola exportara glutatión en 
forma oxidada y tóxica, P. putida podría incorporar y reciclar esas moléculas una vez vueltas 
a su forma activa en el medio externo. 
Aunque mucho en la literatura parece indicar que la ausencia de glutatión como 
consecuencia de la falta de cisteína en la célula podría ser la causa de la disminución de la 
supervivencia frente a diferentes tipos de estrés, es importante tener en cuenta que el 
glutatión no es el único agente protector contra el estrés oxidativo, una sola célula puede 
sintetizar diversas moléculas protectoras contra el daño oxidativo e incluso responder a este 
estrés con vías alternativas a la síntesis de cisteína como la expresión de los regulones 
oxyR y soxRS, que son bien conocidos por ser una defensa antioxidante adicional a través 
de los cuales se expresan diferentes enzimas específicas como las catalasas y las 
superoxido dismutasas tal y como ha sido observado en mutantes auxótrofas de cisteína 
de S. tiphymurium (Fuentes et al., 2007; Turnbull & Surette, 2010). 
Otros  estudios han demostrado que la síntesis de glutatión y otras moléculas reductoras 
como la tioredoxina 1, tioredoxina 2 y tioredoxina reductasa no son esenciales para la 
supervivencia de E. coli (Fuentes et al., 2007); este hecho, al igual que la posible expresión 
de otras vías de defensa contra el estrés oxidativo y la síntesis de diversas moléculas 
antioxidantes explica por qué la mutante de interés (mutante 51) de este estudio pudo 
sobrevivir al estrés por desecación por sí misma sin ser capaz de sintetizar cisteína; lo cual 
sugiere que puede contar con otros antioxidantes que le ayuden a resistir el estrés  y que 
pueda no exportar para beneficio de  P. putida. 
Por otra parte, respecto a P. putida KT2440, existen algunos estudios sobre su tolerancia 
al estrés oxidativo ya que es considerada como una bacteria capaz de mineralizar 
compuestos tóxicos que generan radicales superoxido y peróxido de hidrógeno; en relación 
a esto únicamente se ha reportado que P. putida cuenta con un homólogo al regulón SoxR 
de E. coli, no obstante, este homólogo ha resultado funcionar de forma diferente al regulón 
SoxR de E. coli y S. typhimurium, ya que se encontró que ninguno de los genes de P. putida 
inducidos por estrés oxidativo es dependiente de este operón (Park et al., 2006).  




no es un regulador clave para la respuesta al estrés oxidativo (Palma et al., 2005). Por otro 
lado, algunos estudios proteómicos han demostrado que el estrés por congelación también 
induce una respuesta antioxidante; en P. fluorescens BA3SM1 se observaron incrementos 
notables en la expresión de muchas proteínas involucradas en la resistencia al estrés 
oxidativo como las aldehído deshidrogenasas, oxidorreductasas, diversos sistemas de 
transporte ABC y la lactocil-glutatión-liasa, esta última confirma la participación del glutatión 
para combatir el estrés oxidativo causado por bajas temperaturas (Poirier et al., 2014). 
Lo anterior sugiere que al menos en el género Pseudomonas, el glutatión también tiene una 
función importante contra el estrés oxidativo, incluso, se encontró que P. putida KT2440 es 
capaz de sintetizar glutatión y cisteína por la misma ruta biosintética que K. variicola, sin 
embargo, como se mencionó en la sección anterior, la secuencia del gen que codifica la 
serina-O-acetiltransferasa de ambas bacterias no es homóloga ni presenta ninguna similitud 
(datos no mostrados). 
De acuerdo a lo observado en este estudio, la diferencia en la supervivencia a la desecación 
de P. putida, aparentemente radica en la imposibilidad de K. variicola de sintetizar cisteína 
mediante esta enzima, pero considerando que P. putida puede sintetizar estas moléculas 
por sí misma, una explicación posible sería que el pool de cisteína o glutatión sea mayor 
con la aportación de estas moléculas al medio por K. variicola, lo cual aumentaría su 
biodisponibilidad para P. putida y su posible incorporación para tolerar el estrés 
posteriormente, considerando también que la incorporación de solutos del medio podría ser 
mucho más favorable energéticamente que su síntesis durante el estrés pudiendo observar 
una mejor supervivencia en la bacteria. No obstante, esto también podría sugerir que el 
antioxidante exportado por K. variicola es de otro tipo o de mayor potencia que el glutatión 
para poder ejercer un mejor efecto en P. putida y refuerza aún más la idea de que no es la 
cisteína la que participa directamente en la protección de P. putida contra la desecación, 
sino una molécula sulfurada que por las características ya descritas anteriormente podría 
tratarse de un antioxidante.  
Esto último además sugiere que uno de los daños más significativos que sufre P. putida 
cuando se somete a la desecación es el daño oxidativo, por lo que más allá de intentar 
mejorar su supervivencia con disacáridos, exudados de raíces y en cointeracción con 
bacterias resistentes a la desecación como se ha realizado en otros trabajos y el presente 
estudio, su supervivencia podría prolongarse con ayuda de antioxidantes adicionados de 




impedir el paso de la bacteria al estado viable no cultivable cuando se enfrente al estrés en 
condiciones fuera de laboratorio. 
Se ha mencionado que la acumulación de solutos compatibles y disacáridos es el 
mecanismo principal de los organismos tolerantes a la desecación, dado que es el mejor 
conocido, sin embargo, los estudios más recientes han mostrado que la supervivencia de 
las células en condiciones de desecación es un fenómeno complejo que involucra un 
conjunto de mecanismos coordinados de los cuales los solutos compatibles representan un 
solo aspecto (França et al., 2007). Los resultados de este estudio muestran la importancia 
de otros tipos de estrés involucrados en la desecación así como lo han hecho otros estudios 
que demuestran la correlación entre la tolerancia a la desecación y el incremento del 
potencial antioxidante para enfrentar el daño oxidativo (Kranner et al., 2005; França et al., 
2007; Espindola et al., 2003).  
Asimismo, el presente estudio permitió conocer un mecanismo distinto a los ya reportados 
sobre la cointeracción benéfica entre especies, ya que la mayoría de estudios sobre 
cointeracción se enfocan a la coexistencia de dos o más especies bacterianas durante la 
formación de biofilm enfrentando algunos tipos de estrés ejercidos por la presencia de 
antibióticos y diversos compuestos orgánicos (Simoes et al., 2008; Cowan et al., 2000; 
Burmolle et al., 2013; Narisawa et al., 2008). En contraste, este estudio mostró la capacidad 
de una bacteria sensible para beneficiarse de otra resistente incluso antes de ser sometida 
al estrés, lo que podría explicar cómo es que P. putida se encuentra tan ampliamente 
distribuida y es considerada como una bacteria con alto grado de adaptabilidad a las 
condiciones de los hábitats que coloniza. 
Ya que P. putida KT2440 es considerada una bacteria de gran interés por sus habilidades 
de biorremediación (Margesin & Schinner, 2001; Ramos-González et al., 2001; Jiménez et 
al., 2002), y recientemente por su habilidad de promover el crecimiento en plantas (Morales-
García, 2011); los resultados de este estudio pueden contribuir al mantenimiento o mejora 
de su supervivencia en condiciones de desecación, lo cual es relevante si esta bacteria se 
aplica o utiliza en inoculantes bacterianos para mejorar el crecimiento de cultivos o 
biorremediar suelos expuestos a periodos largos de sequía en regiones áridas o semiáridas.  
Respecto a lo anterior, los resultados de este estudio también pueden ser utilizados como 
criterio para la selección de especies que integren un inoculante, ya que podrán 




desecación, siempre y cuando se coloquen en conjunto con otras que sean resistentes al 
estrés por desecación en vista de que no siempre las bacterias que mejor promueven el 
crecimiento son las mas resistentes a diversos tipos de estrés. 
Cabe señalar que en estudios posteriores, la herramienta bioinformática utilizada en este 
trabajo tiene mayores alcances, ya que una vez caracterizada la molécula o moléculas 
protectoras, se podrá realizar la búsqueda masiva de especies bacterianas productoras de 
tales moléculas y de las especies con transportadores capaces de incorporarlas para su 
protección, pudiendo hacer conjuntos de especies compatibles que logren tal efecto 
benéfico entre ellas y posteriormente ir diseñando nuevos inoculantes bacterianos. 
Finalmente, es importante resaltar que elucidar en lo mayor posible los distintos 
mecanismos de resistencia contra la desecación permitirá desarrollar nuevos métodos para 
preservar materiales biológicos que normalmente no resisten la deshidratación, lo cual es 


















 Los modelos de estudio utilizados en este trabajo, P. putida KT2440 como bacteria 
sensible y K. variicola T29A2 como bacteria resistente, mostraron que la 
supervivencia a la desecación de la bacteria sensible que ha interactuado 
previamente con la resistente, mejora significativamente respecto a su 
supervivencia cuando es sometida al estrés por sí sola (p<0.0001). 
 
 La protección de P. putida KT2440 ocurre cuando cointeracciona con K. variicola 
T29A2 varias horas antes de someterse al estrés por desecación, lo cual implica 
que P. putida podría incorporar determinadas moléculas sintetizadas por K. variicola 
para tolerar el estrés. 
 
 Mediante las PCRs arbitrarias, se amplificó una región adyacente al transposón 
miniTn5 insertado en el gen mutado en las 4 mutantes de interés, lo que permitió 
identificar la función de estos genes en la protección de P. putida KT2440 contra la 
desecación. 
 
 Los genes identificados en este estudio, que aparentemente tienen un papel 
importante en la protección de P. putida KT2440 contra la desecación, corresponden 
a dos reguladores transcripcionales con un dominio de unión a ADN en respuesta a 
elementos xenobióticos, una proteína hipotética cuya función no está reportada en 
el banco de genes, y una serina-O-acetiltrasnferasa involucrada en la síntesis de 
cisteína. 
 
 Se determinó la posible función de la serina-O-acetiltransferasa en la protección de 
P. putida KT2440 contra la desecación, ya que fue el gen que presentó mayor 
similitud con la secuencia obtenida de una de las mutantes de interés mediante 
PCRs arbitrarias (Ident=100%). 
 
 Dado que gran parte de la literatura menciona al glutatión como el principal 
antioxidante cuya cisteína en su sitio activo es crucial para su función protectora 
contra el daño oxidativo, se realizó una búsqueda por alineamiento masivo de 
transportadores de glutatión en diversas especies del género Pseudomonas y 




como de importación de glutatión, mientras que P. putida KT2440 únicamente 
mostró similitud con un sistema de importación de glutatión reportado en como un 
transportador de opinas. 
 
 De acuerdo a los resultados del análisis por alineamiento masivo, este estudio 
sugiere que K. variicola T29A2 es capaz de exportar antioxidantes como el glutatión 
durante su crecimiento en cointeracción con P. putida KT2440, y que esta última 
podría importar tales antioxidantes del medio externo para protegerse 






















 Seguir explorando la banca de mutantes de K. variicola T29A2 en busca de otras 
mutantes que pierdan por completo la habilidad de proteger a P. putida KT2440 de 
la desecación, con la finalidad de identificar los genes de mayor importancia en este 
mecanismo de cointeracción benéfica. 
 
 Realizar la complementación del gen sat de la mutante 51 para confirmar 
molecularmente su participación en la protección de P. putida KT2440 contra la 
desecación. 
 
 Una vez complementada tal mutante, evaluar si P. putida KT2440 sobrevive al 
estrés por desecación como lo hace cuando cointeracciona con K. variicola T29A2 
silvestre. 
 
 Habiendo recuperado el fenotipo de interés en P. putida KT2440, evaluar su 
supervivencia a la desecación con la adición exógena de cisteína, glutatión o de 
diferentes tioles de bajo peso molecular, que de acuerdo a los resultados de este 
estudio, son los más probablemente involucrados en la protección de P. putida 
contra este estrés.  
 
 Evaluar la supervivencia a la desecación de P. putida KT2440 después de crecer en 
el sobrenadante de un cultivo de K. variicola T29A2, con la finalidad de comprobar 
si se cumple el mismo efecto protector observado cuando cointeraccionan 
físicamente ambas bacterias. 
 
 Identificar y caracterizar químicamente el metabolito producido por K. variicola 
T29A2 responsable de la protección contra la desecación, para posteriores 
aplicaciones en la protección y preservación de microorganismos. 
 
 Ante la relación filogenética de K. variicola T29A2 con otras especies patógenas del 
género Klebsiella, es conveniente continuar la búsqueda de bacterias no patógenas 
y promotoras del crecimiento en plantas que sean altamente resistentes a la 
desecación para explorar su capacidad de proteger a bacterias sensibles, con 
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Pruebas de crecimiento en diferentes medios de cultivo para la identificación de medios 
selectivos para los modelos de estudio P. putida KT2440 y K. variicola T29A2, así como 















BAC + + + + + + 
LB ++ ++ ++ + + + 
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+ + + + + + 
Mac 
Conkey 
++ ++ ++ - - - 
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- ++ ++ - - - 
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30 g ++ ++ ++ + + + 
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